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OZET

MEME KANSERI KO-KULTUR MODELINDE ESSITALOPRAM OKSALATIN
IMMUNOLOJIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Nalan BiRiZ

Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Subat 2021

Danisman: Dog. Dr. Zerrin CANTURK

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda %25.1 oraniyla en sik goriilen kanser
tiriidiir. Hastalariin 1/4‘iinde, tanidan sonra 6nemli depresyonlar goriilebilmektedir.
Meme kanseri tedavisi sirasinda hastalarin yaklasik olarak yarisina segici serotonin geri
alim inhibitorii (SSRI) gibi psikotropik ilaclar verilmektedir. Essitalopram oksalat
antidepresan olarak kullanilan bir SSRI’dir. Bu maddenin meme kanseriyle menopoza
bagl sicak basmalarinda yan etkiyi hafifletici etkileri oldugu aragtirmalar sonucunda
ortaya ¢ikarilmistir. Bu tezde; MCF-7, MDA-MB-231ve THP-1 hiicre hatlarinda
essitalopram oksalatin sitotoksik etkilerinin konsantrasyon araligi belirlenebilmek i¢in
MTS ve MTT testi kullanilmistir. Sonrasinda xCELLigence Gergek zamanli hiicre analiz
sistemiyle essitalopram oksalatin MCF-7 {izerinde 1Cso degeri 13.7 uM, MDA-MB-231
hiicrelerinde ise 10.9 uM olarak belirlenmistir. AnneksinV-PI yontemi ile essitalopram
oksalatin apoptotik etlileri akis hiicremetrede degerlendirilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicre hatlar1 ve LPS ile stimiile edilmis THP-1 hiicre hatt1 birlikte inkiibe edilerek
meme kanseri ko-kiiltiir modeli olusturulmustur. Olusturulan meme kanseri ko-kiiltiir
modelinde LPS stimiilasyonu kullanilarak essitalopram oksalatin immiinolojik etkileri,
interlokin-1f (IL-1pB), interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), interlokin-10 (IL-10) ve
tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) seviyeleri akis sitometri de 6l¢giilerek analiz edilmis
ve 1.07-3.75 kat araliginda degisen degerlerde inhibisyon yaptig1 gorilmiistiir.
Essitalopram oksalat, meme kanseri hiicre hatlarinin tizerinde sitotoksik etkinin yaninda

antiinflamatuar etkide gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri ko-kiiltiir modeli, Essitalopram oksalat, RTCA DP,
Akis sitometri



ABSTRACT

INVESTIGATION OF IMMUNOLOGICAL EFFECTS OF ESCITALOPRAM
OXALATE IN BREAST CANCER CO-CULTURE MODEL

Nalan BiRiZ

Department of Pharmaceutical Microbiology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, February 2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin CANTURK

Breast cancer is the most common type of cancer among women in the world with
a rate of 25.1%. Significant depressions can be seen in 1/4 of the patients after diagnosis.
During breast cancer treatment, approximately half of the patients are given psychotropic
drugs such as selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs). Escitalopram oxalate is an
SSRI used as an antidepressant. As a result of research, it has been revealed that this
substance has side effects alleviating effects in hot flashes due to breast cancer and
menopause. In this thesis; MTS and MTT tests were used to determine the concentration
range of cytotoxic effects of escitalopram oxalate in MCF-7, MDA-MB-231 and THP-1
cell lines. Afterward, the ICso value of escitalopram oxalate on MCF-7 was determined
as 13.7 uM and 10.9 uM in MDA-MB-231 cells using the Xcelligence Real-time cell
analysis system. Apoptotic effects of escitalopram oxalate were evaluated in a flow cell
meter by the Annexin V-PI method. A breast cancer coculture model was established by
incubating MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines and LPS stimulated THP-1 cell line
together. The immunological effects of escitalopram oxalate using LPS stimulation in the
created breast cancer coculture model, interleukin-1B (IL-1pB), interleukin-6 (IL-6),
interleukin-8 (IL-8), interleukin-10 (IL-10), and the level of tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a) were measured and analyzed by flow cytometry, and it was observed that it
inhibited values varying between 1.07-3.75 times. Escitalopram oxalate showed an anti-

inflammatory effect as well as a cytotoxic effect on breast cancer cell lines.

Keywords: Breast cancer co-culture model, Escitalopram oxalate, RTCA DP, Flow

Cytometry
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1. GIRIS VE AMAC

Gelisen teknoloji ve yapilan ¢alismalar sonucunda hiicrelerde meydana gelen DNA
hasar1 neticesinde hiicrelerin kontrolsiiz gelisip ¢ogalmasinin kanser olusumuna neden
oldugu bilinmektedir (Baykara, 2016). Her y1l milyonlarca insan kansere yakalanmakta
ve hayatim1 kaybetmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore sadece 2018
yilinda 18.1 milyon insana kanser teshisi konulmus ve bunlardan 9.6 milyonu ne yazik ki

hayatin1 kaybetmistir (WHO, 2018).

Diinya genelinde en sik karsilasilan kanser tiirii akciger kanseriyken bunu meme
kanseri takip etmektedir. Meme kanseri 6zellikle kadinlar arasinda ¢ok sik rastlanan bir
kanser tlirli olup, hormon reseptorlerine gore smiflandiriimaktadirlar. Hormon
reseptorlerinin pozitif (+) ya da negatif (-) olmalaria gore meme kanserleri iyi prognoz

ya da kotii prognoz gostermektedirler (Hefti vd., 2013).

Meme kanseri baslangicti ve progresyonu inflamasyonla baglantilidir.
Viicudumuzun immiin sistem elemanlarindan olan sitokinler ise inflamasyon durumunda
hiicreler arasi iletisimde gorev almaktadir (Esquivel-Velazquez vd., 2015). Yine immiin
sistemin dnemli elemanlarindan biri olan makrofajlar, meme tiimdr stromasinin yarisidan
fazlasini isgal etmektedir. Bu da bizlere meme kanseri ile makrofaj yogunlugunun ve

meme kanseri ile mikro ¢evrenin iliskili oldugunu gostermektedir (Poh ve Ernst, 2018).

Kanser hastalarinin yaklasik dortte birinde tan1 ve tedaviden sonraki donemlerde
depresyon gozlenmektedir (Lash vd., 2009). Bunun yaninda meme kanseri tedavisinde
kullanilan tamoksifen, viicutta sitokrom P-450 adli enzim sayesinde ¢aligmakta ve bazi
antidepresanlar (fluoksetin, paroksetin gibi) bu enzimin iiretilmesini negatif yonde

etkilemektedir (Juurlink, 2016).

Meme kanseri olan hastalarin depresyon siirecinde uygulanan antidepresan
tedavilerinde segici serotonin gerialim inhibitdrii (SSRI) olan ilaglar tercih edilmektedir.
SSRI mekanizmasina sahip olan ilaglar arasinda sertalin, paroksetin, sitalopram,
essitalopram, fluoksetin ve fluvoksamin tiirevi ilaglar yer almaktadir. Bu ilaglar
depresyon tedavisinin yaninda obsesif kompulsif bozuklugun, bipolar bozuklugun
tedavisinde de kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar SSRI mekanizmasina sahip olan
antidepresan tiirlerinin antikanserojen etkiye yol agabilecegi ya da etki gdstermeyecegi

yoniindedir (Ashbury vd., 2012).



Kanser tedavilerinde major depresyonu engellemek i¢in antidepresan kullanimi
olduk¢a yaygindir. Bu yardimci tedavi protokolii arastirmacilart antidepresanlarin
antikanserojenik, pro/antiinflamatuar etkilerini aragtirmaya yonlendirmistir. Birgok
antidepresan ilag, farkli kanser tiirleri iizerinde antikanserojenik etkisi bakimindan
calisilmigtir. Ancak bu ¢aligmalar genelde tek hiicre hatti ile yapilmis olup, farkli meme
kanseri tiirleri lizerindeki etkileri karsilastirtlmamis ve immiin sisteme etkileri ile bir

baglanti kurulmamuistir.

Tez kapsaminda; MCF-7, MDA-MB-231 ve THP-1 hiicre hatlarinda essitalopram
oksalatin sitotoksik etkileri Oncelikle MTS/MTT testi ile sitotoksik etkinin
belirlenebilmesi i¢in bir taramaya tabi tutulmus, sonrasinda Xcelligence Gergek zamanl
hiicre analiz sistemiyle ICso degerleri belirlenmistir. Belirlenen ICso degerleri kullanilarak
Anneksin V-PI testi ile akis hiicremetrede apoptotik etki degerlendirilmistir. THP-1 hiicre
hatt1 ile MCF-7 ve MDA-MB-231 ile meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak, meme
kanseri mikro ¢evresi olusturularak ko-kiiltiir modeli olusturulmustur. Olusturulan meme
kanseri ko-kiiltiir modelinde essitalopram oksalatin ICso konsantrasyonlar1 kullanilarak,
interlokin-1p (IL-1P), interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), interlokin-10 (IL-10) ve
timor nekroz faktorii alfa (TNF-a) seviyeleri immiinolojik etki bakimindan akis

sitometride Ol¢iilerek analiz edilmistir.

Bir¢ok antidepresanin kanser hiicreleri iizerindeki etkisi arastirilmistir, ancak bu
calismada daha 6nce yapilan ¢alismalardan farkli olarak tek hiicre hatt1 kullanmak yerine
farkl iki meme kanseri tiirii kullanilmigtir. Bu da farkli meme kanseri tiirlerinin birbirleri

ile karsilastirilmasina olanak saglamistir.



2. KAYNAK BILGiSi

2.1. Kanser

Gelisen teknoloji ve yapilan ¢aligmalar neticesinde hiicrelerin DNA hasar1 sonucu
kontrolsiiz biiyliyerek c¢ogalmasi ile kanser olusumunun gelistigi anlasilmistir.
Viicudumuzda bir¢ok mutasyon gergeklesmektedir ve bu mutasyonlar sonucunda
kanserli hiicrelerin olusumu s6z konusudur. Immiin sistemimizin viicudumuzu taramasi

sonucu bu hiicre yapilar1 yok edilmektedir (Baykara, 2016).

Mutasyon sonucu olusan mutant hiicreler degisen genetik yapilar1 nedeniyle
anormal protein sentezine baslamaktadirlar. Bagisiklik sistemine yabanci olan bu anormal
proteinler, olusturulan antikorlar sayesinde ya da kanserli hiicrelere karsi duyarlilik

kazanan lenfosit olusumu sayesinde yok edilmektedir (Pazarbasi ve Kasap, 2003).

Mutasyon sonucu olusan hiicrelerin yasama yetenekleri diger normal hiicre
yapilarina gore daha azdir. Bu yiizden bagisiklik sistemimizin tepkisi ile karsilagsmadan
da yok edilebilirler (Elmore, 2007). Bunun yaninda viicudumuzda bulunan timor
baskilayic1 genler sayesinde de kontrol altinda tutulabilmektedirler. Ancak cevresel

etmenler ve genetik, kanser olusumu {izerinde biiyiik bir etkiye sahiptir (Sherr, 2004).

Kanserli hiicreler gelisip biiyliyerek tiimorleri olugturur. Olusan kanser hiicreleri
fark edilmedigi takdirde ya da tedavi edilmediginde, bulunduklari dokunun disina ¢ikarak
komsu dokulara yayilir ve buna invazyon denir. Invazyonun gelisimini takiben kana ve
lenf dolasimina karisan kanser hiicreleri viicutta ilgisiz bolgelere tasinabilir ve buralarda
tiimor olusumuna sebep olabilmektedir. Bu duruma ise metastaz denmektedir (Giillli ve

Akalin, 2005).

Kanserler olustuklari, koken aldiklar1 dokudan isimlerini alirlar. Tipleri ise iyi
huylu ve kotii huylu olarak temelde ikiye ayrilir. Iyi huylu olan tiimérlerin simrlart
belirgin ve diizgiin yapidadir. K6tii huylu olan tiimérlerin ise sinirlart belirsizdir ve

biiyilyiip yayilma istekleri yiiziinden dallanmis yapidadirlar (Unal, 2012).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda goriilme siklig1 %25.1 orani ile en sik
karsilagilan kanser tiiriinii olusturmaktadir (Ghoncheh vd., 2016). Meme kanseri
erkeklerde de goriilmektedir, ancak goriilme siklig1 kadinlara oranla ¢ok daha azdir. Son

yillarda gelistirilen tan1 ve tedavi yontemleri sayesinde meme kanseri olan hastalarin



sagkalim artis1 5nemli 6lgiide artmistir. Biitiin bu gelismelere ragmen meme kanserlerinin

onemli bir kismi ya tedaviye direng gostermekte ya da tekrar etmektedir (Ahmad, 2013).

Meme kanseri genel anlamda bakildiginda heterojen yapida bir kanser tiiriidiir,
ancak meme kanseri alt tiplerinin olusumu hormonlar ile ilgilidir (World Cancer Research
Fund, 2017). Genelde hormon reseptdrlerine gore siniflandirilan meme kanseri alt tipleri;
Ostrojen pozitif (ER+), 6strojen negatif (ER-), progesteron pozitif (PR+) ve progesteron
negatif (PR-) olmak tizere dort tiptir (Hefti vd., 2013).

Hormon reseptorii pozitif olan meme kanseri alt tipleri, hormon reseptdrii negatif
olan meme kanseri alt tiplerine oranla daha iyi bir prognoza sahiptir. Bu baglamda
hormon reseptorii negatif olan meme kanseri alt tiplerinin daha agresif bir yapiya ve daha

kotii bir prognoza sahip oldugu goriilmektedir (Li vd., 2020).
2.3. Hiicre Hatlan

2.3.1. MCF-7 hiicre hatt1

MCF-7 hiicre hatti ilk olarak 1970 yilinda 69 yasindaki Kafkas bir kadinin meme
dokusundan izole edilmis, tipik hiicre biiyiikliigii 20-25 mikron olan oldukga yapisik bir
hiicre hattidir. Yapilan mastektomi sonucunda kotii huylu bir adenokarsinom oldugu
anlasilmistir. Dondr meme kanseri radyoterapi ve hormon terapi ile tedavi edilmistir.
Yaygin olarak incelenen meme adenokarsinomundan tiiretilmis bir epitel kanser hiicre
hatt1 olan MCF-7, farklilagmis meme epitelinin 6zelliklerine sahiptir. MCF-7 hiicre hatti
Ostrojen ve progesteron pozitif (ER/PR +) ve insan epidermal biiylime faktorii reseproRii
2 negatif (HER2-)’tir (Subik, 2010).

MCF-7 hiicre hatt1 40 yi1ldan daha uzun siiredir birgok grup tarafindan ¢ogaltilmis
ve kullanilmistir. Anti-kanser ilaglarla ilgili yapilan ¢aligmalar da dahil olmak {izere
meme kanseri arastirmalari i¢in uygun bir model hiicre dizisidir. Normalde diisiik
metastatik potansiyele sahip olan MCF-7, zayif agresif ve invazif olmayan bir hiicre

hattidir (Comsa vd., 2015).

MCF-7 hiicreleri in vitro sartlarda biiyiitiildiigiinde iist iiste katman olusturabilir
veya epitelyal hiicreler gibi tek katli olarak biiyliyebilmektedir. Hiicre hattinin biiyiimesi
TNF-o ile inhibe edilebilmektedir. Bunun yaninda MCF-7 hiicre hatlar1 hiicre
biiylimesinde etkili olan insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici proteinleri sentezlerler.

Anti-0strojenlerle tedavisi sonucunda bu biiyiime faktorleri modiile edilebilir (http-1).



Parental MCF-7 hiicreleri genelde go¢ etmezler. Meme kanserinde hiicre gocii
vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) etkisi ile ger¢ceklesmektedir ve MCF-7
hiicrelerinde VEGF daha diistiik seviyelerde ifade edilmektedir (Comsa vd., 2015).

Bilim adamlar1 ¢alismalar sonucunda MCF-7 hiicre hattinin kolay ¢ogaltilabilen
ancak genellikle yavas biiyiiyen bir hiicre hatt1 oldugunu kesfetmislerdir. MCF-7 hiicre
hattinin iki katina ¢ikma siiresi 30-40 saat kadar siirmektedir (http-2).

1970’lerin ortasinda Lippman ve digerleri genel olarak steroidal olmayan anti-
ostrojenlerin ve Ozellikle de tamoksifenin kiiltirde MCF-7 hiicrelerinin biiylimesini

durdurabilecegini gostermistir (Sweeney vd., 2012)

2.3.2. MDA-MB-231 hiicre hatti

MDA-MB-231 hiicre hatt1 metastatik meme adenokarsinomu olan 51 yasindaki
beyaz bir kadinin plevral efiizyonundan izole edilmistir (http-3).

MDA-MB-231 hiicre hatti ER- ve PR- ve ayrica HER2- yapida bir hiicre hattidir
(Subik, 2010). Bu nedenle oldukca agresif, istilact ve kotii huylu i¢lii negatif meme
kanseri (TNBC) hiicre hattidir (Mohammed vd., 2020).

Meme kanserinde hiicre gogiinii indiikleyen VEGF, MDA-MB-231 hiicre hattinda
ylksek seviyelerde ifade edilir ve bu nedenle sinirli tedavi segenekleriyle TNBC yiiksek
invazif ve migrasyon kapasitesine sahiptir. Bu nedenle bu hiicre hattinin molekiiler

temelini anlamak, etkili yeni ilaglarin gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Comsa
vd., 2015).

MDA-MB-231 hiicre hatt1 ile yapilan ¢alismalar sonucunda, TNBC’nin agresif
yapida oldugu, bu hiicre hattinin ¢ok kolay bir sekilde biiyiidiigii ve gelistigi goriilmiistiir.
Bunun yaninda ER- olmasindan kaynakli olarak tamoksifen dahil olmak iizere anti-

hormon bazli tedavilere kars1 duyarsizdir (Mohammed vd., 2020).

Tablo 2.1. Kullanilan meme kanseri hiicre hatlarinin siniflandirilmasi

Hiicre Hatlar ER PR HER2
MCF-7 + + -
MDA-MB-231 - - -




2.3.3. THP-1 monosit hiicre hatti

THP-1 hiicre hatti monosit/makrofaj fonksiyonlarini, mekanizmalarini sinyal
yollarini, besin ve ilag¢ etkilerini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir insan
monositik 16semi hiicre hattidir (Tsuchiya vd., 1980). Bu hiicreler yapilar1 geregi parlak,

yuvarlak siispanse halde bir halde bulunmaktadirlar.

THP-1 monosit hiicreleri birtakim kimyasallar yardimi ile in vitro ortamda
farklilagtirilarak makrofajlarina doniistiiriilebilmektedir (Auwerx, 1991). Ancak bu
islemlerin diizgiin bir sekilde yapilabilmesi i¢in THP-1 hiicrelerinin log fazina ge¢gmeleri
yani gelismeleri gerekmektedir. Geligen THP-1 hiicreleri kendi etraflarinda toplanarak
ciceklenmis bir goriintii olustururlar. Bu sirada etraflarina salgiladiklari bir takim biiyiime

faktorleri ile siispanse halde olan bazi THP-1 hiicreleri tabana yapigsmaktadir.

2.4. Meme Kanseri Tedavisinde Tamoksifen

Hastalara uygulanan bilesik trans-tamoksifendir (sitrat tuzu olarak), clinkii bu
izomer Ostrojen reseptorlerine cis izomerden daha yiiksek afiniteye sahiptir. Trans-
tamoksifen sadece anti-Ostrojenik degil, ayn1 zamanda tiir, doku ve gene bagli olarak
Ostrojenik  Ozelliklere de sahiptir. Tamoksifenin [2-[4-[(Z)-1,2-diphenylbut-1-
enyl|phenoxy]-N,N-dimethylethanamine]  insanlarda  baslica  metabolitleri  4-
hidroksitamoksifen ve N-desmetiltamoksifendir (Gorsel 2.1.). Tamoksifen gibi ilaglar,
coklu aktiviteleri nedeniyle daha dogru bir sekilde secici dstrojen reseptorii modiilatorleri

olarak adlandirilmaktadirlar (Osborne, 1998).

Tamoksifen, ilk jenerasyon selektif Ostrojen reseptér modiilatorii (SERM)’diir.
Ostrojenin reseptoriine baglanmasmi engelleyerek meme kanserinin biiyiimesini
durdurmaktadir. Kadinlarda ve erkeklerde meme kanserini dnlemek i¢in kullanilan bir
ilagtir. Bunun yaninda diger kanser tipleri iizerinde de calisilmaktadir. Tamoksifen tipik
olarak agizdan alinan ve meme kanserinden sonra ki bes y1l boyunca kullanilan bir ilagtir.
Yapilan arastirmalarda tamoksifenin genellikle iyi tolere edildigi ancak yasa bagli olarak

ciddi yan etkileri olabildigi goriilmiistiir (Mariantonietta vd., 2014).
Tamoksifen ER+ meme kanseri olan kadinlarin tedavisi i¢in tercih edilen énemli
bir tedavidir ve Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis tek

hormonal ajandir (Dean, 2014).



Yaygin yan etkileri arasinda menstural dongiiniin diizensizlesmesi, kilo kayb1 ve
sicak basmalar1 goriilmektedir (http-4). Anti-Ostrojen olan tamoksifen meme kanseri

hiicrelerinin biiylimesini azalmaktadir (http-5) (Sweeney vd., 2012).

Tamoksifen ile ilgili bu zamana kadar yayinlanan ¢aligmalarda ER+ tiimdre sahip
olan hastalarda meme kanserinin tekrarlama riskinin %50 oraninda azalttig1 goriilmiistiir
(Pan vd., 2017). Ayrica erkek meme kanseri i¢in kullanila en yaygin hormon tedavisidir
olmakla birlikte metastatik meme kanseri tedavisinde de kullanilmaktadir (http-6). Bunun
yaninda hastaligin niiks etme riski yiiksek olan kadinlarda meme kanserinin dnlenmesi
icin FDA tarafindan onaylanmais bir ilagtir.

Anti-dstrojenler giiclii bir sekilde inhibe edicidir ve 3x107 M’dan biiyiik
konsantrasyonlarda hiicreleri Oldiirebilmektedir (Lippman vd., 1976). Yapilan
arastirmalar sonucunda tamoksifenin diger memede kanser olusma riskini biiyiik 6l¢iide
azaltigr gorilmiistir (http-7). Ayrica tamoksifen dogrudan programlanmis hiicre

Olimiine neden olabilmektedir (Osborne, 1998).

OCH,CH,N(CH,),

trans-Tamoxifen
1

' v

OCH,CH,N(CH,), OCH,CH,—N—CH,

trans-4-Hydroxytamoxifen N-desmethyltamoxifen

Sekil 2.1. Tamoksifenin kimyasal yapisi ve metabolitleri (Osborne vd., 1998)

2.5. Antidepresanlar

Antidepresanlar depresyon, anksiyete bozukluklari, kronik agri durumlar1 gibi

birtakim rahatsizliklarin tedavi edilmesi ya da etkilerinin hafifletilmesi i¢in kullanilan



ilaglardir (Jennigs, 2018). Antidepresanlar etkilerini hemen gostermeyip senelerce
kullanilmas1 gerekebilmektedir. Depresyon ve distimi gibi hastaliklarin tedavisinde de
kullanilan antidepresanlar (Frick ve Rapanelli, 2013), genellikle depresif donemlerden

muzdarip olan kanser hastalarina regete edilmektedir (Shuster vd., 1992).

Antidepresanlarin bir¢ok farkl tiirli bulunmaktadir, ancak serotonin inhibitorleri
acisindan; secici serotonin geri alim inhibitorii (SSRI), serotonin-ndroepinefrin geri alim
inhibitorleri (SNRIs), serotonin antagonistleri ve geri alim inhibitorleri (SARIs) ile
serotonin diizenleyicileri ve uyaricilart (SMSs) olmak tizere dort temel tipi bulunmaktadir

(Mandrioli vd., 2018).

Serotonin ve tiirevlerinin depresif bozukluklarin gelisim mekanizmasina katilimi
yaklagik 40 yildir incelenmektedir (Mendels ve Frazer, 1974). Segici serotonin geri alim
inhibitérii (SSRI) grubundan olan kimyasal ajanlar, 1980°1i yillarda ilk kez depresif
bozukluklarin farmakoterapisinde kullanilmistir (Cohen vd., 2000).

SSRI’lar bir¢ok iilkede en ¢ok recete edilen antidepresanlar olup, diger biitiin

antidepresanlara gore daha iyi tolere edilebilmektedir (Ferguson, 2001).

SSRI’larin nérotransmitter serotonin hiicre dis1 seviye artiginin, serotoninin
presinaptik hiicreye yeniden geri emilimini sinirlandirarak ve postsinaptik reseptore
baglanmak i¢in mevcut olan sinaptik yariktaki serotonin seviyesini arttirdigina
inanilmaktadir (Artigas vd., 2002). Saf SSRI’lar néroepinefrin ve dopamin tasiyicilari
icin sadece zayif afiniteye sahipken, diger monamin tasiyicilari i¢in degisen derecelerde
secicilige sahiptirler (Banzi vd., 2015).

Antidepresanlarin neoplastik hastaliklarin seyrini degistirebilecegi diistintilmiis ve
cesitli bulgular sonucunda antidepresanlarin tiimor hiicrelerinin gelismesine yardimet1
olabilecegi ya da aksine sebep olarak tiimor gelisimini olumsuz etkiledigi goriilmiistiir

(Frick Rapanelli, 2013).

Yapilan c¢esitli ¢aligmalar sonucunda tiimordeki serotonin seviyesinin kanser
gelisimi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Sarrouilhe ve Mesnil,

2019).

2.5.1. Secici serotonin gerialim inhibitorii (SSRI) antidepresanlar

SSRI’lar yaygin olarak recete edilen antidepresan sinifi olup, yapilan arastirmalar

serotonin diizeyinde ikincil olarak prolaktin aracili bir mekanizmanin kanserojen etkiye



yol acabilecegini gostermektedir. Ancak Ashbury ve digerlerinin 2003-2007 yillari
arasinda yaptig1 ¢alismada SSRI kullaniminin meme kanserine dair kesin bir kaniti

bulunamamistir (Ashbury vd., 2012).

Sertalin SSRI grubundaki bir madde olup yapilan bir ¢alismada tekrarlanan
dozlardan sonra interlokin-1 beta (IL-1f) mRNA ekspresyonunun ve tiimor nekroz

faktorii alfa (TNF-a) ekspresyonunun azalttigi goriilmiistiir (Sitges vd., 2014).

Ote yandan Lindavist ve digerlerinin (2016) inceledikleri SSRI ile tedaviye zayif
yanit ile karakterize edilen hastalarda devam eden bir inflamatuar siirecin (F2-
izoprostanlar) gostergelerinin 6nemli Ol¢lide daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir.
Ayrica sekiz haftalik bir tedavi sonrasinda terapotik yaniti zayif olan grupta 8-OH 2-
deoksiguanozin (8-OHdG) (DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak
kabul edilmekte olan mutajen) artis1 gozlenmis; en yliksek iyilesme gostergelerine sahip
hastalarda interlokin-6 (IL-6) seviyesinde onemli bir diisiis goriilmiistiir (Galecki vd.,

2017).

Meme kanseri hastalarinin yaklasik dortte birinde tanidan sonraki donemde
depresyon gozlenmektedir. Major depresyon meme kanseri hastalarinda fiziksel
semptomlarin, fonksiyonel bozuklugun ve kotii tedaviye uyumun artmasina neden

olmaktadir. Sik rastlanan bu durum tedavi edilememektedir (Lash vd., 2009).

Meme kanseri tedavisinde depresyonu engellemek icin hastalarin hemen hemen
yarisina SSRI gibi psikotropik ilaglar verilmektedir. Diisiik dozlarda kullanilan serotonin
tiimore kan tedarigini azaltarak tiimor biiylimesinin inhibe eder ve bu da serotoninin
timor biiylimesi lizerindeki etkisinin konsantrasyona bagli oldugunun diisiiniilmesine

neden olmaktadir (Sarrouilhe vd., 2015).

2.5.1.1. Essitalopram Oksalat

Essitalopram, SSRI mekanizmasina sahip olup, yan etkileri diisiikk olan bir
antidepresan tiiriidiir. (Kanarya Vardar vd., 2017). Serotonin 6zgiilliigii en yiiksek ve en
secici molekiildiir (Hedges ve Woon, 2007). Panik bozuklugunun ve depresyonun
tedavisinde, depresyonun tekrarlanmasinin 6nlenmesinde, agorafobi ve obsesif kompulsif
bozuklugun tedavisinde kullanilmakta olan bir antidepresan tiiriidiir.

Essitalopram oksalat [(1S)-1-[3-(dimethylamino)propyl]-1-(4-fluorophenyl)-3H-2-
benzofuran-5-carbonitrile;oxalic acid] (Gorsel 2.2.) ince, beyaz ila hafif sar1 bir toz olarak
bulunur ve dimetilsiilfoksit (DMSO) iginde serbestge ¢oziiniir. SSRI mekanizmasina
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sahip antidepresan tiirlerinden biridir ve major depresyon, panik atak ve anksiyete
bozuklugu tedavisinde kullanilmaktadir (http-8). Ayirca essitalopram oksalat sitokrom P-
450 (CYP) hepatik enizimi tarafindan metabolize edilir; CYP2C19 (%36), CYP2D6
(%30) ve CYP3A4 (%34) (Culpepper, 2002).

Essitalopram Oksalat

Sekil 2.2. Essitalopram oksalatin kimyasal yapisi (http-9)

Antidepresan olarak kullanilan essitalopram oksalat psikolojik problemlerin
tedavisinde kullanilmasinin yan1 sira, menopoza girmis kadinlarda sicak basmalarini ve

meme kanseri sebebiyle olusan yangilari hafiflettigi goriilmiistiir (http-10).

2.5.2. Meme kanserinde antidepresan tedavisi

Meme kanseri tedavisinde kullanilan tamoksifen, sitokrom P-450 2D6 (CYP2D6)
adl1 bir enzim sayesinde viicutta ¢aligir ve bazi antidepresanlar (fluoksetin, paroksetin
gibi) bu enzimin lretilmesini engelleyebilmektedir (http-10). Bunun yaninda sertalin,
sitalopram, essitalopram ve venlafaksin daha diisiik diizeyde inhibisyona neden olur. Bu
nedenle tamoksifen kullanan meme kanseri hastalarinda depresyon tedavisi i¢in daha

makul alternatiflerdir (Juurlink, 2016).

CYP2D6 SSRI’lar1t metabolize ederken tamoksifeni daha aktif bir forma metabolize
eder. Sitokrom P-450 2D6’nin hem tamoksifeni hem de SSRI’1 metabolize etmesi g6z
oniinde bulunduruldugunda bu ilaglarin ayn1 anda alinmalarinin meme kanseri tekrarlama
olasiligin1 azaltabilecegi diisiiniilmektedir (Lash vd., 2010). Ancak yapilan ¢alismalarda
184 meme kanseri niiksiine sahip hastalarda sitalopram kullanilmig ve esdeger takip
sonrasi niikks goriilmeyen 184 uyumlu kontrol grubu incelenmistir. Vakalar ve kontroller
ER+ meme kanseri olan ve en ¢ok 5 yil boyunca tamoksifen alan kadin popiilasyonunu
icermektedir. Timothy L. Lash ve digerlerinin yaptiklar1 ¢aligmalarin sonucunda ise

tamoksifen alirken devamli sitalopram kullanan ER+/Tamoksifen kullanmis (TAM+)
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kadinlarin, tamoksifen alirken hig¢ sitalopram kullanmayan kadinlarla ayn1 oranda meme
kanseri niiksiine sahip oldugu gérmiistiir. Ayn1 sekilde ne sitalopram kullaniminin ne de
baska bir SSRI kullaniminin, ER-/Tamoksifen kullanmamis (TAM-) kadinlarda niiks
tizerinde onemli bir etkiye sahip olmadigi, SSRI ilaglarinin dogrudan meme kanseri niiks

riskini etkilemedigini 6ne siirmiislerdir (Lash vd., 2010).

Bunun yaninda Catherine M. Kelly ve digerlerinin yapmis oldugu bir ¢aligmada 66
yas ve listli 24430 meme kanseri tanis1 konulmus kadin belirlenmis ve bunlardan %30.6’s1
tamoksifen ile tedavi sirasinda en az bir antidepresan kullanmigtir. SSRI kullanmayan ya
da birden fazla SSRI ile tedavi edilen hastalar, tamoksifene zayif bagli olan hastalar ve
6lim nedeni bilinmeyen hastalar hari¢ tutulduktan sonra analiz edilen kadinlarin (2430
kadin) %44.2’si takip sonunda hayatini kaybetmistir. Bu kadinlarin %15.6’simin 6lim
nedeni meme kanseri olarak kaydedilirken, 6liim riski ile SSRI’lara maruz kalma arasinda

anlamli bir iligki bulunamamistir (Kelly vd., 2009).

2.6. Immiin Sistem

Immiinite canlilarin zararli olan mikroorganizma, patojen, polisakkarit gibi madde
ya da organizmalara kars1 vermis oldugu reaksiyondur. Viicudun yabanci bir madde ya
da organizmayla karsilagsmasi durumunda hiicreler ve molekiiller arasinda ortaya ¢ikan
savunma immiin yamti olusmaktadir. immiin yanit1 antijenler ya da immiinojenler
baslatabilir. Immiinojenler sadece immiin yanit olusturma yetenegi olan herhangi bir
maddeyi tamimlarken, antijenler organizmalarin yapisina yabanci olan, immiin yanit
olusumundan sonra olusan antikor ve hiicre ylizey molekiilleriyle birlesebilen
maddelerdir. Immiin yanitin olusmasinda gérev alan biitiin hiicre ve molekiiller immiin

sistemin birer elemanidir (http-11).

Immiin sistem aktive olma 6zelligine sahiptir ve spesifik antijeni tanir. Bu sayede
aym antijenle ikinci kez karsilastigina etkili cevap olusturur. Kendi hiicrelerine karsi

immiin cevap olusturmayan immiin sistem karmasik ve koruyucu bir sistemdir (Tunali,

2015).

Immiin sistem, dogustan gelen ve edinilmis bagisikligi saglayan faktorlerden
olusur. En 6nemli islevlerinden biri yabanci antijenlere kars1 enfeksiyon olusturmak ve

savunma yapmaktir (Goldman ve Prabhakar, 1996).

Immiin sistem zararli organizma ve maddelere kars1 viicudu korudugu gibi tiimor

gelisiminin farkli agamalarinda tiimorleri tanimlayabilir ve yok edebilir (Jiand ve Shapiro,
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2014). Kanser hiicreleri, T-yardime hiicreler (TH) T4, T-sitotoksik hiicreler (TC) T®,

dogal dldiirticii hiicreler ve makrofajlar tarafindan yok edilir (Tunali, 2015).

Tiimdrler tarafindan aktive edilen T lenfositleri makrofaj uyarict etkisi olan
faktorler salgilar ve bu sayede TC, makrofaj, B lenfositleri, NK hiicreleri aktive olur.
Makrofajlarin salgiladigi timoér nekroz faktér alfa (TNF-o) tiimor hiicreleri igin

sitotoksiktir (Tunal1, 2015).

2.6.1. immiin sistemin elemanlari

Immiin sistem organlar1 kemik iligi ve timustan olusan santral (primer); dalak,
tonsiller, lenf diigiimii ve lenfoid organlardan olusan periferik (sekonder) organlar olmak
tizere iki gruptan olusmaktadir. Santral organlarda lenfositler antijene bagimli olmadan
devamli olarak iiretilir ve immiin yanit olusturma yetenegi kazanir, periferik organlarda

ise lenfositler cogalir ve antijenik uyarilara cevap olustururlar (Tunali, 2015).

Santral organ elemanmi olan kemik iligi, tiim kan hiicrelerinin yapim yeridir.
Buradaki kok hiicreler farklilasarak immiin sistem hiicrelerini olusturur ve kan dolasimina

katilir (http-12).

2.6.1.1. Makrofajlar

Makrofajlar monositlerden kdken almaktadir. Monositler kemik iliginde
tiretildikten sonra kan dolagimina katilir ve inflamasyonun kimyasal aracilarina yanit
verir. Bu aracilar tarafindan aktive olan monositler endotele gecerek makrofajlara
dontisiirler. Makrofajlar dokularda bulunan yabanci maddelerin, patojenlerin ve hiicresel
kalintilarin fagosite edilmesinden sorumlu hiicrelerdir. Fagosite ettikleri yabanci
maddelerden antijen salinimi yaparlar. Bu antijenler yardimer T hiicreleri tarafindan
taniir ve B hiicreleri uyarilir. Boylece antijene 6zgii antikor iiretimi ve salinimi baslar.
Makrofajlarin duyarliliklar1 antikora sahip olan hiicrelere karsi daha yiiksektir. Fagosite
yetenekleri sayesinde patojenleri sindirmeleri géz oniine alindiginda makrofajlar immiin

sistem i¢in dnemli bir yere sahiptir (Stewart vd., 2012).

Immiin hiicreler ve hiicre digt matriks gibi tiimér mikro cevresindeki malign
olmayan hiicrelerden biri de tiimorle iliskili makrofajlar (TAMs)’dir. Bu makrofajlar
tiimor hiicrelerini 6ldiirebilecegi gibi, tiimor hiicrelerinin biliylimesine ve metastazina da
sebep olabilmektedir (Oui vd., 2018). Farkli sekillerde koruyucu olabilen makrofajlar,

tiimor hiicrelerini 6ldiiren tedavileri takiben bu hiicreleri fagositoz ile uzaklastirabilir.
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Bunun yaninda zararli da olabilen makrofajlar ¢esitli kemoterapileri, radyoterapileri ve

immiinoterapileri de baskilayabilmektedir (Miller vd., 2015).

Meme kanserinin dayanikli bir kanser tiirli olmasi mikro c¢evrenin Onemini
arttirmaktadir. Meme kanseri stromasinda makrofajlar tiimdr kitlesinin %50°den fazlasini
isgal edebilmektedir. Bu da makrofaj yogunlugu ile zayif hasta prognozu arasinda bir

iliski oldugunu gostermektedir (Poh ve Ernst, 2018).

Makrofajlara bakildiginda tiimor stromasinin anahtar bilesenlerinden biri olduguna
ve meme kanseri prognozunu bir sekilde etkiledigine dair net kanitlar bulunmaktadir.
Meme kanseri dayanikli bir kanser tiiri olup mikro cevre Ozellikle Gnemlidir.
Makrofajlarin meme kanser stromasini isgal ettigi goéz Onilinde bulunduruldugunda
makrofaj yogunlugu ile hasta prognozu arasinda bir iliski oldugu goriilmektedir (Ward
vd., 2015). Meme kanseri tiimoriinii infiltre eden lenfositlerin (lenfositik infiltrasyon)

fonksiyonel ve prognostik énemi acik degildir (Ogmundsdottir vd., 1995).

Makrofajlar kemik iligindeki progenitor hiicrelerden kaynaklanan monositerden
farklilasan beyaz kan hiicreleridir ve monositlerin periferal kandan dokuya ge¢cmesi
sonucu farklilasarak yerlesik makrofaj olarak adlandirilirlar (Gordon, 2003). Bunun
yaninda monositler hasara bagli iltihaplanmalara yanit olarak hiicresel kalintilar1 fagosite
etmek, enfeksiyonla miicadele etmek ve yara iyilesmesini destekleyen bilesikler
salgilamak ve farklilagsmak icin yarali dokuya go¢ ederler. Ayrica makrofajlar yaralarin
iyilesmesine ve makrofaj tepkilerinin tiimor progresyonu ile bagmtili olduguna dair
gozlemlerle tutarli olarak, tiimoérlerin gelisimini destekleyebilirler. Anjiyogenez ve
biiylime faktorii sekresyonunu uyararak diger bagisiklik yanitlarini baskilayarak ya da

invazyon ve metastazi kolaylastirarak tiimor biiyilimesini arttirirlar (Stewart vd., 2012).

2000’den fazla meme kanseri hastasini iceren bir arastirmada, TAM infiltrasyon
yogunlugu ile kotli hasta prognozunun orantili oldugu goriilmiistiir (Zhang vd., 2012).
TAM'lar, tiimor hiicresi biliylimesi, istilast ve metastazi dahil olmak iizere gogiis
tiimoriiniin ilerlemesini uyarir. TAM'lar ayrica meme kanseri modellerinde birden fazla
tedavi tiirtine karsi diren¢ olusturur. Biitiin bu veriler sonucunda TAM’lar meme

kanserinde potansiyel bir terapdtik hedef olarak ilgi gormektedir (Oui vd., 2018).
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2.6.1.2. Mast hiicreleri

Bagisiklik sisteminin 6nemli bir parcasi olan mast hiicreler, alerji hiicreleri olarak
da bilinmektedir. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida graniil bulundurmalari ile immiin
sistemin diger hiicrelerinden ayrilan mast hiicreleri kemik iligi kokenlidir. Dolagimda
progenitor hiicreler olarak bulunurken, dokuda olgunlasip farklilasirlar. Mast hiicrelerinin
aktive olup farkliklagsmasi i¢in kok hiicre foktorii (SCF) reseptorleri gereklidir. Bunun
disinda T hiicre kokenli IL-3, IL-6, IL-9‘da mast hiicrelerin aktivasyonunda 6nemlidir

(Bayramgiirler vd., 2013).

Mast hiicreleri yara iyilesmesinin baslangic donemi olan inflamatuar yanittan
itibaren tiim fazlarda etkilidir. Bunun yaninda mast hiicre mediatorlerinden olan TNF-a,

IL-1 ve IL-6 tiimor gelisiminde de etkilidir (Gilfillan ve Beaven, 2011).

2.6.1.3. Lenfositler

Gortintiste tek tip beyaz kan hiicreleri olan lenfositler, fonksiyonlar1 bakimindan
farklilik gosterirler. T ve B lenfositlerle birlikte dogal 6ldiiriicti hiicreleri (NK) iceren
lenfositler antikor iiretiminden, enfekte olmus hiicrelerle ve tiimor hiicrelerinin dogrudan
oldiiriilmesinden ve bagisiklik yanitinin diizenlenmesinden sorumludur (LaRosa ve
Organge, 2007).

Dolagimda yer alan lenfositlerin %80’i T lenfositler iken sadece %15’1 B
lenfositlerden olusur ve kalan hiicre yapilar1 ile NK hiicreleridir. Timusta ¢ogalma ve
farklilagsma yetenegi kazanan T lenfositler, 6zgiil antijenlerle karsilasarak baskalasir ve
bellekli lenfositleri olusturur. Baskalasan T lenfositleri yillarca yagayabilir. Lenfositler
kemik iliginde lenfosit 6zelliklerini kazanir. Bagkalasan T lenfositleri T hiicre reseptorleri
kazanirlar ve bu sayede farkl1 antijenleri tanyabilirler. Immiin yanitta anahtar rol oynayan

T lenfositler ayn1 zamanda tiimoér immonolojisinde de gorevlidir (Tunali, 2015).
2.6.14. Dogal oldiiriicii hiicreler (NK hiicreler)

Periferal kan mononiikleer hiicrelerin % 4-15’ini olusturan NK hiicreleri timorlerde
ve viral enfeksiyonlarda 6nemli bir role sahiptir. Kemik iliginden kdken alan bu hiicreler
gelisip gogalmak icin yine kemik iligine gerek duyarlar. Ozellikle dalakta yogun halde
bulanan NK hiicreleri diger lenfoid dokularda az sayidadir (Tekeli ve Ozenci, 1997).
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Bazi tiimor hiicrelerini ve virlisle enfekte olan hiicreleri duyarlanma olmadan
oldiirme yetenegine sahip olmalari ile T ve B hiicrelerinden ayrilmaktadirlar (Tunals,

2015).

2.6.1.5. Sitokinler

Sitokinler bagisiklik sistemindeki hiicreler arasi iletisime aracilik eden ve yiiksek
oranda indiiklenebilen proteinlerdir (Esquivel-Velazquez vd., 2015). Immiin sistem
regiilasyonu ve inflamatuar olaylarda sitokinlerin énemli bir yeri vardir. Viicuda giren
yabanci ajan ve antijenlere karsi organizmada reaksiyonlart diizenleyici ve kontrol edici
Oonemli bir role sahiptir. Bunun yani sira lokal ve sistemik inflamatuara cevap olusturmak
icin hiicreler arasi iletisimde de gorev almaktadirlar. Sitokinler ¢esitli hiicreler tarafindan
tiretilmeleri bakimindan hormonlardan ayrilmaktadirlar, bu nedenle hormona
benzemelerine ragmen hormon olarak kabul edilmezler. Immiin sisteminin en 6nemli
sitokinlerini interlokinler olusturmaktadir ve immiin sistem hiicrelerini uyarmakla
gorevlidirler (Mayer, 2016).

Sitokinlerin immiin cevapta hiicreler arasi iletisimi saglamak, kemik iliginden kan
hiicrelerinin olusumunu diizenlemek, immiin cevab1 arttirmak gibi bir¢cok gorevi vardir
(Tunali, 2015). Son yillarda sitokinlerin bir kisminin ve reseptdrlerinin fizyolojik ve
patolojik kosullar altinda organizmada {iretildigi anlasilmistir (Esquivel-Velazquez vd.,

2015).

Sitokinler, tiimor biiylimesi ve metastazinin 6nemli aracilaridir ve bunlardan
bazilar1 tiimoriin bagisiklik yanitlarindan kagmasma ve bunlardan faydalanmasina

yardimci olur (Esquivel-Velazquez vd., 2015).

Cesitli sitokinler inflamatuar tiimor mikro cevresini diizenler. Tiimoér mikro
cevresindeki iltihaplanma, tiimoriin yanit verdigi sitokinleri, kemokinleri ve biiylime
faktorii salgilayan infitre bagisiklik hiicrelerinini ve aktive edilmis fibroblastlar igerir.
IL-1, IL-6 gibi bazi interlokinler ve biiylime faktorlerinin bir kismi kanser hiicre

¢ogalmasini uyarir (Nicolini vd., 2006).

2.6.1.5.1. Interlokin-18 (IL-1p)
Inflamatuar bir sitokin olan IL-1’in gesitli fizyolojik, patolojik dneme sahip oldugu
ve hastalik, saglik durumlarinda énemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Kaneko vd.,

2019).
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Oncelikli olarak monosit ve makrofajlardan salman IL-1"ler tiim gekirdekli hiicreler
tarafindan da salinabilir (Tunali, 2015). a ve B olmak iizere %30 homolog molekiildiir
ve ayni reseptore baglanmaktadir (Sacu 2008). Dolasimda ise en ¢ok bulunan IL-1p’dir.
(Bilgehan, 1993). IL-1’in immiin sistem hiicreleri iizerindeki etkileri ise genellikle TNF

ve IL-6 ile birlikte goriilmektedir (Abul vd., 2000).

Tiimor mikro ¢evresinin en 6nemli bileseni inflamasyondur ve bir ¢ok kanit IL-1
tiimor ilerlemesinde anahtar rol oynayan bir inflamatuar sitokin oldugunu gdostermektedir

(Mantovani vd., 2018).

Dolasimda en ¢ok bulunan IL-1B’nin ekspresyonunun ¢esitli kanser tiirlerinde (meme
kanseri dahil) yiiksek ve tiimorleri IL-1p tireten hastalarin da genelde daha kotii prognaza
sahip oldugu goriilmiistiir (Holen vd., 2016). Yiiksek serum IL-1p seviyeleri, meme

kanserli hastalarda yiiksek oranda niiks ile korelasyon gostermistir (Nicolini vd., 2015).

Yapilan ¢aligmalarda sitokin liretimi ve yeni endotelyal hiicre gelisimi arasinda bir
geri bildirim oldugu ve IL-1B ile TNF-a iiretiminin bloke edilmesi ile yeni kan
damarlarinin olusumunun 6niine gecilmistir. Bu sayede tiimdriin besin agligindan ve

oksijensizlikten 6limii saglanmistir (Holen vd., 2016).

2.6.1.5.2. Interlokin-6 (IL-6)

IL-6, hem bir pro-inflamatuar hem de bir anti-inflamatuar sitokin olarak islev
gormektedir. Fibroblast, T, B lenfositleri, monositler, endotel ve epitel hiicrelerinde

sentezlenirler (Tunali, 2015).

IL-6, tiimor hiicrelerinde anti-apoptotik ve anjiyojenik proteinleri yukar1 dogru
diizenleyerek tiimor biliylimesini destekler. Bunun yaninda IL-6 ve IL-1B’nin strojen
tiretimi yoluyla meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigi hipotezi 6ne
stiriilmiistiir (Nicolini vd., 2015).

Yapilan ¢alismalarda meme kanseri hiicre hatlarinda da IL-6 salgilandig1 ancak
ER+ olan hiicre hatlarinda ER- hiicre hatlarina gore bu salginin daha az oldugu
goriilmiistiir. IL-6, ER+ hiicrelerde cogalmay1 ve agresif bir fenotipi indiikler (Sasser vd.,
2007). Bunun yaninda IL-6’ya uzun siire maruz kalinmasinin hiicrelerde yaslanmaya
neden oldugu ve epitelyal mezenkimal gecisi (EMT) indiikledigi goriilmistiir (Esquivel-
Valezquez vd., 2015).
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EMT hiicrelerin epitelden mezenkimal hiicreye farklilasmasina neden olan ve
hiicrelerin kendiliginden gerceklestirdigi bir doniisiimdiir. Epitel hiicreler ¢evre dokulara
daha siki tutunurken mezenkimal hiicreler c¢evrelerindeki doku ve hiicrelerle daha az

tutunur. Bu da 6zellikle kanser hiicrelerinde metastazi indiikleyebilir (Sun, 2016).

Yapilan arastirmalar sonucunda hiicre yaglanmasi ile timoér olusumunun iliskili
oldugu ve yaslanan hiicrelerin tiimore izin veren mikro ¢evreyi indiikledigi anlagilmistir.
Yaslanma ile ilgili biitiin mekanizmalar arasinda en ¢ok yaslanma ile iliskili salg1 fenotipi
(SASP) ilgi ¢cekmektedir. IL-6’nin SASP yanitinin siirdiiriilmesinden ve yayilmasindan
sorumlu oldugu bilinmektedir (Ortiz-Montero vd., 2017).

Yapilan baz1 ¢aligmalarda yaglanma ile iligkili pro-inflamatuar ortamdaki MCF-7
meme kanseri hiicrelerinin, daha agresif hiicrelerin 6zelliklerini tasidigi, daha yiiksek
morbiliteye sahip bir mezenkimal morfolojiye sahip olduklar1 ve dolayistyla bir EMT
programina benzedigi goriilmiistiir. IL-6'nin esas olarak yaslanmis hiicreler tarafindan
eksprese edildigi son zamanlarda gosterilmistir Bununla birlikte yaslanma kosullu
ortamda inkiibe edilen MCF-7 hiicre hattinda IL-6 salgilanmasi artmistir ve bu da IL-
6’nin kanser gelisimini ve ilerlemesinde rol oynayabilecegini gostermistir. (Ortiz-

Montero vd., 2017).

IL-6’nin  tiim6ér hiicrelerinde anti-apoptotik ve anti-anjiyojenik proteini
diizenleyerek tiimor biiyiimesini tesvik ettigi bilinmektedir. Yine de IL-6 meme kanserini

hem pozitif hem de negatif prognostikatorii olarak bildirilmistir (Hamidullah vd., 2012).

MCF-7 hiicre hattina sahip meme kanserinde IL-6 eksprese edilmezken, IL-6"nin
MDA-MB-231 hiicre hattinda agresif oOzellikleri siirdiirmek icin Onemli oldugu
goriilmiistiir (Esquivel-Valezquez vd., 2015).

2.6.1.5.3. Interlokin-8 (IL-8)

Temel etkisini notrofiller {izerinde gdsteren bir sitokin olan IL-8, lipopolisakkarit
(LPS) ya da TNF ve IL-1 ile stimiile olmus mononiikleer fagositler, endotelyal ve epitel
hiicreler ile fibroblastlar tarafindan yapilir (Akyol, 1994).

IL-8 kanserde neovaskiilarizasyonu yani damarlanmay1 indiikleyen anjiyojenik bir
molekiildiir (Derin vd., 2007). Otokrin veya parakrin tiimdri tesvik edici bir role sahip
olan IL-8 ¢ogunlukla ER ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 ekspresyonu ile
belirlenen gogiis kanserinde rol oynayabilir. IL-8, ER- meme kanserinde yiiksek oranda

eksprese edilir, ancak ER- ve ER+ her iki meme kanserinde de invazivligi ve metastazi
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arttirir. Ote yandan diisiik seviyelerde HER2 eksprese eden gogiis kanseri hiicrelerinde
(MCF-7 ve T-74D gibi) HER2’nin yeniden ekspresyonu daha yiiksek IL-8 ekspresyonu
ile sonuglanabilir (Todorovi¢-Rakovic ve Milovanovic, 2013). Yapilan arastirmalarda
ilerlemis meme kanseri hastalarinda IL-8 seviyesinin daha yiiksek oldugu ve meme
kanserinin klinik evresi ile IL-8 seviyesinin dogrudan kolerasyon gosterdigi anlasilmigtir
(Nicolini vd., 2015).

IL-8de IL-6 gibi hiicrelerin SASP yanitinin siirdiiriilmesinden ve yayilmasindan
sorumludur ve hiicre yaslanmasinin tiimor destekleyici mikro g¢evre ile iligkili oldugu

yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Ortiz-Montero vd., 2017).

2.6.1.5.4. Interlokin-10 (IL-10)

Interlokin 10, aktive edilmis makrofajlar ve TH2 hiicreleri tarafindan iiretilen anti-
inflamatuar bir sitokindir (Mayer, 2016) ve hiicresel bagisikligin kontrol edilmesinde

gorevlidir (Balkwill, 2020).

IL-10, meme kanserinde bagisikligin baskilanmasinda rol oynamakla birlikte anti-
timor yanitta da rol oynamaktadir. Ayrica in vitro olarak kiiltirlenen tiimor hiicre
hatlarinda IL-10’un eksprese edildigi goriilmiistiir ve bu da IL-10"un immiin baskilayici
bir timdér mikro ¢evresi olusturdugunu diisiindiirmektedir (Esquivel-Velazquez vd.,
2015).

Artmis IL-10 konsantrasyonu siklikla meme kanseri hastalarinin serumunda tespit
edilir (Hamidullah vd., 2012). Serumda yiiksek seviyelerde IL-10, IL-6’y1 baskilayarak
timor bliylimesini inhibe edebilir, ancak daha yiiksek seviyelerde kotii prognozla
iligkilidir (Kozlowski vd., 2003, Merendino vd., 1996).

IL-10 ER+ tiimorlere kiyasla ER- tiimorlerde daha fazla eksprese edilir ve PR+
tiimorlii hastalarda IL-10 seviyesi daha azdir (Hamidullah vd., 2012).

2.6.1.5.5. Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a)

Makrofajlar ve bazi diger hiicreler tarafindan tretilen TNF-a inflamasyon
mekanizmasinda 6nemli bir yere sahiptir ve ve bir ¢ok inflamatuar hastaligin tedavisinde

kullanilmaktadirlar (Giirek vd., 2014).

Meme karsinomlarinda yiiksek oranda eksprese edilen inflamatuar bir sitokin olan
TNF-a (Leek vd., 1998), LPS’lere yanit olarak tiimor hiicreleri tarafindan serbest
birakilmaktadir (Edwardson vd., 2017).
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TNF-a, dogustan gelen ve adaptif immiin yanitlarin ana diizenleyicisi ve bir¢ok
inflamatuar bozuklukta anahtar rol oynar. Miyeloid hiicreler, endotelyal, epitel hiicreleri
ve tiimor hiicreleri dahil olmak iizere cesitli hiicre tipleri tarafindan salindig1 ve etkisi
oldugu gosterilmistir (Edwardson vd., 2017). TNF-a'nin inhibisyonu, kimyasal olarak

indiiklenen meme tiimor olusumuna kars1 koruyucudur (Connelly ve digerleri 2011).

Meme tiimorlerinde TNF-o'nin kronik ifadesi, tiimor biiylimesini destekler, ancak
TNF-a'nin in vitro etkileri meme kanseri hiicre hatlar1 arasinda farklilik gosterir. TNF-a
tiimor biliylimesini ve gocilini arttirirken, yiiksek dozlarda TNF-a'nin lokal uygulamasi
giiclii anti-anjiyojenik ve antitiimoral etkilere sahip oldugunu gostermektedir (Hamed ve

digerleri 2012).

2.6.2. Meme kanseri ve immiin sistem

Erken teshis ve ileri terapotiklerde 6nemli yeniliklere ragmen hala meme kanseri
niiksii nodiil negatiflerde %30, nodiil pozitiflerde %70 kadardir. Karmasik bir dizi
bagisiklik hiicresi meme tlimorlerinin gelisimini, ilerlemesini ve metastazini infiltre
etmektedir. Bunun yaninda sistemik terapilerin meme tiimdrleri tizerinde etkili oldugunun
kabul edilmesi immiinoterapinin gelisiminde biiyiik bir ilgi uyandirmistir (Nakasone vd.,
2018). Hem de dogustan hem de adaptif bagisiklik sisteminin meme kanseri olan
kadinlarda niiksii 6nleme tizerindeki etkilerine dair kanitlar gézden gecirilmistir. Meme
kanseri niiksiinde ve onlenmesinde T hiicreleri, diizenleyici T hiicreleri, NK hiicreleri
dahil olmak lenfositler ve bunlarin sitokin salinim modellerinin etkisi vardir. Kanser
prognozu bagisiklik sistemi fonksiyonel durumu ile iliskili olabilir. Bagisiklik sisteminin
meme kanserinde nedensel bir rolii oldugu hipotezi epidemiyolojik, klinik Oncesi ve

klinik aragtirmalarla desteklenmektedir (Standish vd., 2008).

Meme kanseri baglangicinin ve progresyonunun inflamasyonla baglantili oldugu
yapilan c¢alismalar sonucunda gorilmiistiir. Bunun yani sira arastirmalar sonucunda
malign dokularda B hiicreleri, T hiicreleri, eozinofiller ve makrofajlar da dahil olmak
tizere dogustan ve adaptif immiin hiicrelerin varlifinda 6nemli bir artis oldugu
gosterilmigtir. Meme kanseri hiicreleri ile makrofajlarin etkilesimlerinin, makrofaj
fenotipini etkileyen sitokinler dahil olmak {iizere yiiksek sitokin ekspresyonu ile

sonuglanabilecegi gézlemlenmistir (Stewart vd., 2013).

Yapilan ¢alismalarda meme kanserinde ER +/- hiicre hatlar1 sitokin salinimi

acisindan farklilik gostermektedir. IL-6 hem ER+ hem de ER- hiicre hatlarindan
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salgilanmaktadir. Ancak ER- hiicre hatlarinda daha yiiksek oranda salgilanan IL-6 koti
prognoza neden olmaktadir (Sasse vd., 2007). IL-8 ise ER- hiicre hatlarindan yiiksek
oranlarda salinarak kotii prognoza sebep olmaktadir (Todorovig-Rakovic ve
Milovanovic, 2013), IL-10’un yiiksek oranda salimimi IL-6’nin etkisini inhibe
edebilmektedir. Ancak daha yliksek oranda IL-10 kotii prognoza sebep olmaktadir
(Kozlowski vd., 2003, Merendino vd., 1996). Dolasimda en ¢ok bulunan IL-1 olan IL-
1B’ nin yiiksek oranda salinimi da yine meme kanseri niiksiine ve kotli prognoza sebep
olabilmektedir (Nicolini vd., 2015). IL-1B ve TNF-a iiretiminin bloke edilmesi ile
tiimorlerde gelismenin Oniine gecilebilmektedir (Holen vd., 2016). Tiimor biiyiimesini ve
goctinii arttiran TNF-a’nin yliksek oranda lokal uygulanmasi yoluyla anti-tiimoral etkiler

gosterdigi yapilan ¢alismalar sonucunda goriilmiistiir (Hamed vd., 2012).
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3. MALZEMELER

3.1. Kullanilan Hiicreler

Meme kanseri hiicre hatlar1 olarak MCF-7 (ATCC® HTB-22™) hiicre hatt1 ve
MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™), insan monosit hiicre hatti olarak ise THP-1

(ATCC® TIB-202™) hiicre hatt1 kullanildu.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Laboratuvar Gerecleri
Essitalopram Oksalat (MA=414.433 g/mol, Almanya)

Tamoksifen (MA=371.52 g/mol, 50MG-Sigma, Almanya)
Lipopolisakkarit £.coli 0111:B4 (L4391 1MG-Sigma, Almanya)
Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, Israil)

Piromisin (Invivogen, ABD)

B-Merkaptoetanol (AppliChem, Almanya)

Tripan mavisi (Roche, Almanya)

Tripsin-EDTA 10X (Pan, Biotch, Almanya)

MTT (Sigma-Aldrich, Almanya)

MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, ABD)
Phosphate Buffer Salina (PBS) (Invitrogen, ABD)

RPMI-1640 medyum (1X) (HyClone, Thermo Scientific, ABD)
DMEM meydum (1X) (HyClone, Thermo Scientific, ABD)

Fetal S1gir Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya)
Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Roth, Almanya)

Apoptoz Test Kiti (Serva, Almanya)

Fix&Perm Hiicre Gegirgenlik Kiti (Life Teknoloji, ABD)

Interldkin 1-PB, Interldkin-6, Interldkin-8, Interlokin-10 (Biolegend, ABD)
TNF-a (Beckman Coulter, ABD)

10, 100, 1000 ve 5000 pl’lik otomatik pipetler (Eppendorf, Kanada)
10, 200, 1000 pl’lik mikropipet ucu (Isolab, Almanya)

12 kanalli otomatik pipet (Eppendorf, Kanada)
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15 ve 50 mI’lik santrifiij tiipleri (Isolab, Almanya)

25 cm?-75 cm? ‘lik hiicre kiiltiir flask1 (Nest, China)
2ml’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one, ABD)

5 mL, 10mL ve 25 mI’lik serolojik pipet (Nest, China)
6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi (Nest, China)
Cedex Smart Slide (Roche, Almanya)

Kryotiip (2ml) (Cryos, Tiirkiye)

Lamel (Isolab, Almanya)

Sarjli pipetor (Starlab, Almanya)

Corning HTS Transwell-24 kuyucuklu 0.4 pM por agikligina sahip ko-kiiltiir plakasi
(Corning, Amerika)

xCELLigence E-plate 16 (Roche, Almanya)

5SmL, 10 mL, 25 mL cam pipet (HGB, Almanya)

3.3. Kullanilan Laboratuvar Cihazlan

Cedex XS (Innovatis, Almanya)

xCELLigence Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) (Roche, Almanya)
Derin dondurucu buzdolab1 (Liebherr, Almanya)

Akas sitometri cihazi (BD Accuri C6, ABD)

Hassas terazi (Sartorius, Almanya),

Inverted mikroskop (Leica, Almanya)

Laminar Flow Kabin (Heal Force)

Masaiistii sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya)

Mikro santriftij (Hettich, Almanya)

Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (ELISA okuyucu) (BioTek, Belgika)
Otoklav (Alp, Tiirkiye)

Kuru Hava Sterilizatorii ( Niive FN 500, Tiirkiye)

Otomatik pipetler (Eppendorf, Kanada).

Steril CO2 inkiibatorii (Thermo Scientific, ABD)

Vorteks (Daihan, Giiney Kore)
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Su banyosu (Lab Companion, Giiney Kore)
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4. YONTEMLER

4.1. Deneylerde Kullanilan Hiicreler

Calismamizda kullanilan hiicre hatlari; insan ER+ meme kanseri hiicre hatt1 olan
MCEF-7 (ATCC® HTB-22™)_ insan TNBC hiicre hatt1 olan MDA-MB-231 (ATCC®
HTB-26™) ve insan monosit hiicre hattt olan THP-1 (ATCC® TIB-202™), hiicre

hatlaridir.
4.2. Kullanilan Arac ve Gereglerin Hazirlanmasi

4.2.1. Kullamlan malzemelerin sterilizasyonu

Kullanilan sivi soliisyonlar, falkonlar, siseler, rezervuarlar ve kiivetler uygun
sekilde aliminyum folyo ile sarilarak otoklavda 121°C, 1.5 atmosfer basingta 15 dakika
steril edilmistir. Cam pipetler teneke kutulara, lameller ise petriye aktarilarak uygun

sekilde aliiminyum ile sarilmus, sterilizatdrde 170 °C’de 3 saat steril edilmistir.
4.2.2. Kullamlan kimyasal maddelerin hazirlanisi

4.2.2.1. Tamoksifen

Toz halindeki tamoksifenden 3.78 mg tartilarak 100 uL. DMSO ile ¢6zdiiriilmiis ve
sonu¢ olarak 100 mM konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok
MCF-7, MDA-MB-231 ve THP-1 i¢in uygun besiyerleri i¢inde seyreltilerek 125, 62.5,
31.25,15.625,7.8125, 3.90625 uM konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok
-20°C’de muhafaza edilmistir.

4.2.2.2. Essitalopram Oksalat

Toz halindeki tamoksifenden 4.14 mg tartilarak 100 uL. DMSO ile ¢ozdiiriilmiis ve
sonu¢ olarak 100 mM konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok
MCF-7, MDA-MB-231 ve THP-1 i¢in uygun besiyerleri i¢inde seyreltilerek 125, 62.5,
31.25,15.625,7.8125, 3.90625 uM konsantrasyonlart hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok
-20°C’de muhafaza edilmistir.
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4.2.3. Kullamilan LPS’nin hazirlanisi

4.2.3.1. LPS E.coli 0111:B4

1 mg’lik LPS sisesi i¢ine 1000 pL steril distile su eklenmis ve 1000 pg/mL’lik ana
stok hazirlanmigtir. Hazirlanan ana stok 100 pL’lik PCR tiiplerine alikotlanmustir.

4.3. Hiicre Kiiltiirii calismalari
4.3.1. Hiicre hatlarimin ¢cogaltilmas

4.3.1.1. MCF-7 hiicre hattimn kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmast

MCF-7 hiicre hattin1 gelistirmek i¢in %1 Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep), %0.1
Piromisin ve %10 fotal sigir serum (FBS) igeren Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) besiyeri kullanilmigtir. MCF-7 hiicre hattinin gelistirilmesi siirecinde %5
CO2’li etiivde sicaklik 37°C ve bagil nem %95 olarak kullanilmistir. Hiicreler baslangicta
25 cm?’lik flasklarda gelistirilmistir. Yiizeye yapisan MCF-7 hiicreleri yeterli yogunluga
ulastiginda (Gorsel 4.1.), hiicre pasaj1 yapilmistir. Bunun i¢in de dnce flasktaki besiyeri
uzaklastirilmis, sonra 5 mL fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanmistir. Yikama iglemi
sonrasinda PBS uzaklastirilarak flask i¢ine 500 pL tripsin-EDTA eklenmis ve 3 dakika
CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra flaska mekanik giig
uygulanarak hiicreler yiizeyden kaldirilmis ve flaska 5 mL taze besiyeri eklenerek
siispanse hiicre grubu 50 mL’lik falkona aktarilmistir. 5 dakika 1200 rpm’de santifiij
edilen hiicreler dibe ¢oktiiriilmiis ve bu sayede siipernatan uzaklastirilmistir. Kalan hiicre
pelletinin iizerine yeterli miktarda (15 mL) taze besiyeri eklenerek elde edilen siispanse
hiicre 75 cm?’lik flaska aktarilmistir. Bu siirecte gelisen hiicrelerin bir kismindan FBS
kullanilarak stok hazirlanmis ve deneylerde tekrar kullanilabilmesi icin -80 °C‘de

muhafaza edilmistir.
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Gorsel 4.1. MCF-7 hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisii (10X)

4.3.1.2. MDA-MB-231 hiicre hattinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi

MDA-MB-231 hiicre hattin1 gelistirmek i¢in %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin ve %10
FBS iceren DMEM besiyeri kullanilmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinin gelistirilmesi
stirecinde %5 CO2’li etiivde sicaklik 37°C ve bagil nem %95 olarak kullanilmistir.
Hiicreler baslangicta 25 cm?’lik flasklarda gelistirilmistir. Yiizeye yapisan MDA-MB-
231 hiicreleri yeterli yogunluga ulastiginda (Gorsel 4.2.), hiicre pasaj1 yapilmistir. Bunun
icin de Once flasktaki besiyeri uzaklastirilmis, sonra 5 mL fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikanmistir. Yikama igslemi sonrasinda PBS uzaklastirilarak flask i¢ine 500 pL tripsin-
EDTA eklenmis ve 3 dakika CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra flaska mekanik gii¢ uygulanarak hiicreler ylizeyden kaldirilmis ve flaska 5 mL taze
besiyeri eklenerek siispanse hiicre grubu 50 mL’lik falkona aktarilmistir. 5 dakika 1200
rpm’de santifiij edilen hiicreler dibe ¢oOktiiriilmiis ve bu sayede silipernatan
uzaklastirilmigtir. Kalan hiicre pelletinin tizerine yeterli miktarda (15 mL) taze besiyeri
eklenerek elde edilen siispanse hiicre 75 cm?’lik flaska aktarilmistir. Bu siirecte gelisen
hiicrelerin bir kismindan FBS kullanilarak stok hazirlanmis ve deneylerde tekrar

kullanilabilmesi i¢in -80 °C‘de muhafaza edilmistir.
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Gorsel 4.2. MDA-MB-231 hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisii (10X)

4.3.1.3. THP-1 hiicre hattimin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi

THP-1 hiicre hattin1 gelistirmek i¢in %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin, %10 FBS ve
%0.0004 B-merkaptoetanol iceren Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640)
besiyeri kullanilmigtir. THP-1 hiicre hattinin gelistirilmesi siirecinde %5 CO2’li etiivde
sicaklik 37°C ve bagil nem %95 olarak kullanilmustir. Hiicreler baslangicta 25 cm?’lik
flasklarda gelistirilmistir. Geliserek kolonilesen THP-1 hiicreleri (Gorsel 4.3.)
yogunluklarina bagli olarak pasajlanmistir. Bunun icin 25 cm?’lik flasklarda bulunan
hiicre siispansiyonu pipet yardimi ile ¢ekilmis ve 50 mL’lik falkona aktarilmistir. Falkona
aktarilan THP-1 hiicreleri 5 dk 1100 rpm’de santrifiij edildikten sonra dibe ¢oktiiriilmiis
ve bu sayede siipernatan uzaklastirilmistir. Hiicre pelletinin {izerine yeterli miktarda (15
mL) taze besiyeri eklenerek elde edilen hiicre siispansiyonu 75 cm?®lik flaska
aktarilmistir. Bu siirecte gelistirilen THP-1 hiicrelerinin bir kismindan FBS kullanilarak

stok elde edilmis ve deneylerde tekrar kullanilabilmesi i¢in -80°C de muhafaza edilmistir.
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100 ym

Gorsel 4.3. THP-1 hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisii (20X)

4.3.2. Hiicrelerin sayilmasi

4.3.2.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin sayimi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreler yiizeye yapisan hiicreler oldugu i¢in hiicre
sayim yontemi ikisinde de aynidir. Yiizeye yapisan hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda
75 cm®’lik flasktaki besiyeri uzaklastirilarak 5 mL PBS ile yikanmustir. Yikama islemi
sonrasinda PBS uzaklastirilarak flask i¢ine 1000 pL tripsin-EDTA eklenmis ve 3 dakika
CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra flaska mekanik giic
uygulanarak hiicreler yiizeyden kaldirilmis ve flaska 5 mL taze besiyeri eklenerek
stispanse hiicre grubu 50 mL’lik falkona aktarilmistir. 5 dakika 120 rpm’de santifiij edilen
hiicreler dibe ¢okmiis ve bu sayede siipernatan uzaklastirilmistir. Falkon iginde kalan
hiicre pelletine 1 mL uygun taze besiyeri (DMEM) eklenerek pipetaj yapilmistir. Pipetaj
sonras1 homojen olarak dagilan MCF-7ve MDA-MB-231 hiicreleri Tripan Mavi boyast

kullanilarak Cedex (Roche — Almanya) cihazinda sayilmistir.

4.3.2.2. THP-1 hiicrelerinin sayimi

Gelistirilen ve 75 cm2’lik flasklarda bulunan THP-1 hiicreleri serolojik pipet
yardimu ile toplanarak 50 mL’lik falkonlara aktarilmis ve 1100 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatan uzaklastirilmis ve dibe ¢coken THP-1 hiicrelerine

1 mL taze besiyeri eklenerek pipetaj yapilmistir. Pipetaj sonrasinda homojen bir dagilim
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gosteren THP-1 hiicreleri Tripan Mavisi kullanilarak Cedex (Roche — Almanya)

cihazinda sayilmistir.
4.3.3. MTT ve MTS yontemleri ile sitotoksisiste belirlenmesi

4.3.3.1. MTT yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Tetrazolyum tuzlar1 elektron alarak indirgenebilmektedirler ve bu sayede formazan
adi verilen yapiya doniiserek renk degistirebilmektedirler. Bu renk degisiminin
gerceklesmesi icin ortamda aktif halde mitokondri bulunmasi gerekir, bu sayede
tetrazolyum halkas1 kirillarak renk degisimi gergeklesir. Ortamda aktif mitokondrinin
bulunmasi ise canli hiicre varhgiyla ger¢eklesmektedir (Mossman, 1983). Olii durumda
olan hiicrelerde aktif mitokondrinin bulunmamasi, tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesine
yardimct olamadigi i¢in renk degisimi de gozlenmez (Tokur ve Aksoy, 2017).
Tetrazolyum tuzlarinin renk degisimi sayesinde gelistirilen sitotoksisite testlerinden biri

de MTT yontemidir.

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphentyltetrazoliumbromide] sar1 renkli
olup, yapis1 geregi pozitif yliklii bir bilesiktir. Bu sayede hiicre membranindan gecerek
hiicre icerisinde indirgenebilir. Bu indirgenme reaksiyonu sonucunda olusan formazan
tuzu (Sekil 4.1) mor renklidir, ancak suda ¢oziinemedigi i¢in kristal yapida ¢oker. Bu
formazan tuzunun ¢oziinebilmesi i¢in Denizot ve Lang (1986) tarafindan DMSO’nun

kullanilabilecegi ortaya konmustur (Tokur ve Aksoy, 2017).

MIT Formazan

Sekil 4.1. MTT boyasinin kimyasal yapist (http-13)
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4.3.3.1.1. MTT yénteminin uygulanmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin ve %10 FBS
iceren DMEM besiyeri iginde %5 CO2’li etiivde, 37°C, %95 bagil nemde gelistirilmistir.
Uygun yogunluga ulasan hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra, 96 kuyucuklu plakalara her
bir kuyuya 5x10° hiicre gelecek sekilde uygun besiyeri kullanilarak ekilmistir. MCF- 7
ve MDA-MB-231 hiicreleri yapisan hiicreler oldugu i¢in ekim sonras1 96’11 plakalar 24
saat %5 CO2’li etiivde, 37°C ve %95 bagil nemde inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda mikroskop ile kontrol edilen hiicreler plakalarin tabania
yapismis ve uygulanacak olan maddenin konsantrasyonlari hazir hale getirilmistir. Bunun
icin oncelikle plakalarda bulunan besiyeri uzaklastirilmis, gerekli seyreltmeler yapilarak
hazirlanmis olan madde konsantrasyonlar1 (125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625
uM) her bir kuyuya 100 pL olacak sekilde dagitilmistir. 11. kuyuya hiicre gelisiminin
kontroliinii saglamak icin taze besiyeri maddesiz uygulanirken, 12. kuyuya madde
(essitalopram oksalat ve tamoksifen) ¢oziiciisii olarak kullanilan DMSO %0.1 oraninda
besiyerine  eklenmistir. Maddenin  kontrollerini  saglamak i¢in  hazirlanan
konsantrasyonlar hiicre igermeyen kuyulara 100 pL aktarilmis, boylece maddelerin

korleri hazirlanmistir. Madde verilen hiicre hatlar1 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda kér olarak hazirlanan madde konsantrasyonlarinin iizerinde 10
uL MTT eklenirken, hiicrelerin bulundugu plakalardan konsantrasyonlar uzaklagtirilmis
ve 1:10 oraninda besiyeri ile seyretilmis MTT her kuyuya 100 pL olacak sekilde
aktarilarak (0.5 mg/mL nihai konsantrasyonda) 4 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda plakadaki maddeler uzaklastirilmis ve her kuyuya formazan
tuzunu ¢ézmesi i¢in 100 pnL. DMSO eklenmistir. Plakalar 540 nm dalga boyunda, ELISA
okuyucu cihaz yardimi ile okunmustur. MTT yontemi MCF-7 ve MDA-MB-231 i¢in ayni
sekilde yapilmis olup, essitalopram oksalat ve tamoksifen i¢in ayr1 ayri ve 3 bagimsiz

tekrar ile gerceklestirilmistir.

Ornegin absorbans degeri 4.1)
% Canlilik = — —— x 100
Kontrolin absorbans degeri

4.3.3.2. MTS yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Tetrazolyum  tuzlarinin  formazana  doniismesini  saglayan  indiikleme
reaksiyonlarinda ortamda aktif mitokondri bulunmasi gerekmektedir (Mossman, 1983).

Bunun iginde canli hiicre varligina ihtiya¢ vardir. MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
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(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium]  yontemi de MTT
yontemi gibi tetrazolyum tuzlarinin indiiklenerek (Sekil 4.2) renk degistirmesi mantigina

dayanmaktadir.

MTS bilesiginin yapist MTT bilesiginden farkli olarak negatif yiikle yiikliidiir. Bu
nedenle hiicre membranindan gegememektedir (Tokur ve Aksoy, 2017). Bu noktada
devreye ara elektron alict1 molekiiller (fenazin metil siilfat, fenazin etil siilfat) girer.
Elektron alici1 molekiil hiicre igine girerek elektron alir ve ortama (besiyerine) geri
donerek tetrazolyumu indirger. Burada olugan formazan suda ve besiyerinde ¢ozlinebilir
yapidadir (Tokur ve Aksoy, 2017). Bu nedenle MTT yonteminde oldugu gibi ayrica bir
coziiciiye ihtiyag¢ yoktur. Genelde bu tetrazolyum bilesigi 1-2 mg/mL konsantrasyonunda

hazirlanir, MTT kadar ¢oziinmezler (Tokur ve Aksoy, 2017).

Oj CH,GOOH OCH,COCH
N'N @ Hy  — N—N
N
I
MTS Formazan

Sekil 4.2. MTS boyasimin kimyasal yapist (http-14)

4.3.3.2.1. MTS yonteminin uygulanmasi

THP-1 hiicreleri %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin, %10 FBS ve %0.0004 f-
merkaptoetanol igeren RPMI-1640 besiyeri i¢inde %5 CO2’li etiivde, 37°C, %95 bagil
nemde gelistirilmistir. Uygun yogunluga ulasan hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra, 96
kuyucuklu plakalara her bir kuyuya 5x10° hiicre gelecek sekilde uygun besiyeri
kullanilarak ekilmistir. THP-1 hiicreleri siispanse hiicreler oldugu i¢in ekim sonras1 96’11

plakalar 3-4 saat %5 CO2’li etiivde, 37°C ve %95 bagil nemde inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda uygulanacak olan maddenin konsantrasyonlar1 hazir hale
getirilmigtir. Gerekli seyreltmeler yapilarak hazirlanmis olan madde konsantrasyonlari

(125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625 pM) her bir kuyuya 100 pL olacak sekilde
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dagitilmistir. 11. kuyuya hiicre gelisiminin kontroliinii saglamak icin taze besiyeri
maddesiz uygulanirken, 12. kuyuya madde (essitalopram oksalat ve tamoksifen)
¢Oziiciisii olarak kullanilan DMSO 9%0.1 oraninda besiyerine eklenmistir. Maddenin
kontrollerini saglamak i¢in hazirlanan konsantrasyonlar hiicre icermeyen kuyulara 100
uL aktarilmis, boylece maddelerin korleri hazirlanmistir. Madde verilen hiicre hatlar1 24

saat inkiibasyona birakilmigtir.

Inkiibasyon sonunda kér olarak hazirlanan madde konsantrasyonlarinin {izerinde 20
uL MTS eklenirken, hiicrelerin bulundugu plakalara 40 pL olacak sekilde aktarilarak
(0.33 mg/mL nihai konsantrasyonda) 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda plakalar 490 nm dalga boyunda, ELISA okuyucu cihaz yardimi ile
okunmugstur. MTS yontemi siispanse halde olan THP-1 hiicreleri i¢in kullanilmis olup,
essitalopram oksalat ve tamoksifen i¢in ayri ayri ve 3 bagimsiz tekrar ile
gerceklestirilmistir.

Hiicre canlilik oran1 asagidaki yonteme gore hesaplanir (Toplayici, 2015).

Ornegin absorbans degeri “-2)
% Canlilik = - —— x 100
Kontroliin absorbans degeri

4.3.4. xCELLigence Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP)

Kullanilarak Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

xCELLigence cihazi elektriksel impedans teknolojisi ile kuyucuklardaki hiicrelerin
elektrodlara baglanip baglanmadigina dayanarak 6l¢iim yapan biyosensor sistemidir.
Herhangi bir isaretleyiciye ihtiya¢ olmaksizin hiicrelerin proliferasyonunu, morfoloji
degisimini saptayabilmesi ve ger¢cek zamanli izleme saglamasi acisindan yiiksek

dogrulukta goriintiileme saglamaktadir (http-15).

Cihazin plakalar1 6zel olarak tiretilmis olup, her plaka 16 kuyudan olugmaktadir. E-
plaka denilen bu plakalarin alt kisimlarina entegre edilmis 6zel mikroelektronik hiicre
sensor dizileri bulunmaktadir. Birimsiz olarak ifade edilen hiicre indeksi (CI) 6l¢iimii i¢in
kullanilmaktadir. Ayrica cihazin kendi yazilimi sayesinde biitlin veriler otomatik olarak

analiz edilir (http-15).
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4.3.4.1. xCELLigence Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanilarak
MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinin Essitalopram Oksalat ve Tamoksifen

icin 1Cs9 Degerlerinin Belirlenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin ve %10 FBS
iceren DMEM besiyeri i¢inde %5 CO2’li etiivde, 37°C, %95 bagil nemde gelistirilmistir.
Gelistirilen hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda xCELLigence gercek zamanli hiicre
analiz sisteminde 6l¢iim i¢in kullanilacak olan E-plakalarin i¢ine 100 pL temiz besiyeri
eklenmis ve cihazda 6l¢im alinarak cihaz durdurulmustur. Daha sonra her bir hiicreden
1x10° hiicre sayilmigtir. E-plakalarin tabanina pipet ucu degdirmemeye dikkat ederek her
bir kuyuya 100 pL siispanse hiicre ekilmistir. Bu sirada 1 kuyu bos besiyeri olarak
ayrilmis, o kuyuya temiz besiyeri ilave edilmistir. 15 dk hiicrelerin E-plakanin tabanina
¢okmesi beklenmis daha sonra E-plakalar yerlestirilerek cihaz tekrar ¢alistirilmistir. 24
saat boyunca inkiibasyona birakilan hiicreler gelismeye devam etmis ve hiicre sayisinin
pik yaptig1 noktada cihaz durdurulmustur. Daha sonra MTT yontemi ile yapilan genis
konsantrasyon taramasindan elde edilen uygun konsantrasyonlar (MCF-7 ve MDA-MB-
231; tamoksifen i¢in 125-3,90625 uM, essitalopram oksalat i¢in 30-7.5 uM) hazirlanarak
100 pL besiyeri icinde bulunan hiicrelerin iizerine eklenmistir. Cihaz yeniden ¢alistiriimig

ve 48 saat sonra cihaz durdurularak sonuclar analiz edilmistir.

4.3.5. AnnexinV-PI yontemi ile apoptotik etkinin akis sitometride belirlenmesi

Gelismis organizmalarda fonksiyonu bozulan ya da gereksinim duyulmayan
hiicrelerin programli 6liimleri apoptoz olarak adlandirilmaktadir. Apoptotik hiicreler
komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmaktadirlar ve bu sayede fagosite
edilebilmektedirler. Bir diger hiicre 6liimii olan nekroz ise hipoksi, hipertermi, ultra
viyole 1siklar gibi dis uyaranlar sonucu olusan, hiicrelerin parcalanarak hiicre plazma
membran lipitlerinin ortama dokiilmesidir. Bunun sonucunda inflamatuar yanit olusumu
s6z konusudur (Oktem vd., 2001).

Apoptozis Onceden hazir olan hiicrelerde baslatilabilir ya da uyaranlar sonucu
sekonder olarak gelisebilmektedir. Hiicre dis1 uyaranlar olarak TNF, koloni uyarict
faktorler, noron biiytime faktorleri, IL-2 gibi bazi maddelerin azalmasi gibi etkenler sebep

olabilmektedir (Oktem vd., 2001).

Normal hiicrelerin sitoplazmik hiicre membrani yiizeyinde fosfotidilserin (PS) adi

verilen bir lipid bulunmaktadir. Hiicrelerde apoptoz gergeklestigi durumda ise normal
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sartlarda membranin sitoplazma tarafinda bulunan PS yer degistirerek membranin dis
ylizeyine gecer. Annexin-V PS’e baglanabilen bir proteindir ve apoptotik hale gelen bu
durumdaki hiicreler floresan bir madde ile isaretlenen Annexin-V ile boyanir. Ancak
nekrotik olan hiicrelerin yiizeyine de baglanabilen Annexin-V nedeniyle ikinci bir boya
olarak propidyum iyodiir (PI) eklenmektedir (Overbeeke vd., 1998). Annexin-V yesil
floresans (fluorescein isothiocyanate (FITC)) gosterirken, PI kirmizi floresans
(phycoerythrin (PE)) gosterir. Bu sayede iki farkli boya ile boyanan hiicreler; canl
hiicreler (FITC-,PE-), erken apoptotik hiicreler (FITC+, PE-), ge¢ apoptotik hiicreler
(FITC+, PE+) ve nektorik hiicreler (FITC-, PE+) seklinde birbirinden ayirt edilebilir
(Dikmen vd., 2011).

4.3.5.1. Akas sitometride AnnexinV-PI yonteminin uygulanmasi

4.3.5.1.1. AnnexinV-PI yontemi kullanilarak akis sitometride MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicre hatlarinda Tamoksifen ve Essitalopram Oksalat’in apoptotik

etkilerinin belirlenmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin ve %10 FBS
iceren DMEM besiyeri iginde %5 CO2’li etiivde, 37°C, %95 bagil nemde gelistirilmistir.
Gelisen hiicreler yeterli yogunluga ulastiktan sonra sayilarak 6 kuyucuklu plakalara her
kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 yiizeye yapisan

hiicre hatlar1 oldugu i¢in 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler mikroskop altinda kontrol edilmis ve yapismis olan
hiicrelerin besiyerleri ¢ekilerek apoptoz 6l¢iimii yapilacak olan maddelerin ICso degerleri
(MCF-7 i¢in: Tamoksifen ICso 54.6 uM, Essitalopram Oksalat ICso 13.7 uM; MDA-MB-
231 i¢in: Tamoksifen ICso 58.4 uM, Essitalopram Oksalat ICso 10.9 uM) besiyeri i¢inde
hazirlanarak kuyulara verilmistir. Bu sirada 1 kuyu kontrol grubu olarak ayrilmis ve bu
nedenle besiyeri taze besiyeri ile degistirilmistir. Hiicreler maddeler ile 24 saat

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda uygun etiketlemelerin yapildig: falkonlara besiyerleri toplanip
eklenmistir. 1 mL soguk PBS ile iyice yikanan kuyulara 250 pL tripsin-EDTA eklenmis
ve 3 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler mikroskopta
kontrol edilmis ve tekrar 1 mL soguk PBS ile yikanarak kaldirilan hiicreler falkonlara

aktarilmistir. 5 dk 1250 rpm’de santrifiij edilen hiicrelerin stipernatani uzaklastirildiktan
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sonra 2 kez daha 1 mL soguk PBS ile yikanmistir. Yikama sonrasinda PBS ortamdan
uzaklastirilmis ve distile steril su ile hazirlanarak buzda bekletilen 10X Annexin-V
baglama tamponu her falkona 200 pL eklenmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonunun
iistiine 5 pL Annexin-V, 10 pL propidyum iyodiir eklenmistir. Hiicre slispansiyonlari
yavasca vortekslendikten sonra 20 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda boyanan hiicreler 1X baglama tamponu yardimi ile
yikanmis ve santriflij edilerek uzaklastirilmistir. Son olarak hiicre pelletinin iizerine 400
pL 1X baglama tamponu eklenerek ependorfa alinmis ve akis sitometride analiz

yapilmistir.

4.3.6. E.coli LPS’si ile uyarilmis THP-1 hiicrelerinde IL-1P seviyesinin akis

sitometride dl¢iilmesi

THP-1 hiicreleri %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin, %10 FBS ve %0.0004 f-
merkaptoetanol igeren RPMI-1640 besiyeri i¢inde %5 CO2’li etiivde, 37°C, %95 bagil
nemde gelistirilmistir. Uygun yogunluga ulasan hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra, 6
kuyucuklu plakalara her bir kuyuda 2x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Siispanse halde
olan THP-1 hiicrelerinin her kuyusuna 100 ng/mL oraninda E.coli LPS’si ilave edilirken

1 kuyu kontrol grubu olarak ayrilmig ve 4 saat inkiibasyona birakilmistir.

THP-1 hiicreleri inkiibasyon sonunda toplanarak falkonlara aktarilmistir. Her bir
kuyu 1 mL soguk PBS ile yikanmis ve falkona aktarilmistir. 5 dk 1100 rpm’de santrifiij
edilen THP-1 hiicreleri dibe ¢okmiis ve siipernatan uzaklastirilmistir. 2 kez daha 1 mL
soguk PBS ile yikanan THP-1 hiicrelerine 300 uL cytofix/cytoperm ilave edilmis ve 20
dk buzda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda santrifiij edilen hiicreler 2 kere 500 pL
perm wash ile yitkanmig ve son yikamadan sonra hiicre pelleti 50 pL. perm wash ile
siispanse edilerek iizerine 10 uL IL-1PB ilave edilmistir. 15 dk karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibasyona birakilan hiicreler inkiibasyon sonunda 500 pL perm wash ile
yikanmis ve son olarak 350 pL perm wash ilave edilerek ependorfa aktarilmistir. Daha

sonra elde edilen siispanse hiicre akis sitometride analiz edilmistir.

4.3.7. Meme kanseri ko-kiiltiir modelinin olusturulmasi

Gram negatif (Gr-) bakterilerin dig zar bileseni olan LPS gii¢lii bir monosit ve

makrofaj aktivitdrii olup monositlerin sitokin iiretimini saglar (Tsai vd., 2014). In vivo
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calismalarda genis, spesifik olmayan olaylar zincirini ortaya ¢ikaran LPS, aktive edilmig
makrofaj ve monositler tarafindan flretilen c¢esitli giliclii aracilarin ve sitokinlerin
salgilanmasina neden olur (Kielian ve Blecha, 1995). LPS, tiimdér nekroz faktorii (TNF)-
alfa, interlokin (IL)-1 ve IL-6 gibi sitokin olusumlarini indiiklemek i¢in membran
reseptoric CD14 ile etkilesime girerek bagisiklik tepkilerini uyarir (Meng ve Lowell,
1997). Makrofaj gibi bagisiklik hiicrelerinin kanser hiicreleri ile nasil etkilesime
girdiginin anlagilmasi, kanser tedavilerinde yeni yollarin kesfedilmesi adina biiylik 6nem

tagimaktadir (Smith vd., 2015).

Ko-kiiltiir modeli sayesinde, hiicre popiilasyonlarindaki her tiirlii hiicre-hiicre
etkilesimi incelenebilmektedir. Burada amag ortak bir kiiltiir ortaminda iki ya da daha
fazla farkli hiicrenin bir dereceye kadar temasla biiyiitiilmesi ve popiilasyonlar arasindaki

dogal etkilesimlerin incelenmesidir (Goers vd., 2014).

THP-1 hiicreleri insan monosit hiicre hatlar1 olup, uyarilarak ko-kiiltiir modelinde
dogrudan kullanilabilmektedir. Bu amagcla olusturulan ko-kiiltiir modelinde, THP-1

hiicreleri ile MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri kullanilmustir.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin ve %10 FBS
iceren DMEM besiyeri i¢inde ve THP-1 hiicreleri %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin, %10
FBS ve %0.0004 B-merkaptoetanol igeren RPMI-1640 besiyeri i¢inde %5 CO2’li etiivde,
37°C, %095 bagil nemde gelistirilmistir. Yeterince gelisen MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri sayilarak 24 kuyulu plakaya 2x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ko-kiiltiir modelini olusturabilmek i¢in hazne igine
ekilmistir.

Yaklasik 20 saat sonra gelisen THP-1 hiicreleri, 24 kuyulu plakanin alt odacigina
her kuyuda 2x0° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Ekilen THP-1 hiicrelerine 100 ng/mL
LPS eklenerek 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda LPS verilen
THP-1 hiicre gruplarinin iizerine 24 saat dnce ekilip yapisan MCF-7 ve MDA-MB-231

hiicrelerinin oldugu hazneler konularak ko-kiiltiir modeli olusturulmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Meme kanseri ko-kiiltiir modelinin taslak sekli

4.3.7.1. Olusturulan meme kanseri ko-kiiltiir modelinde tamoksifen ve essitalopram

oksalatin IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF- a seviyelerinin akis sitometri
yontemi ile olciilmesi

Akis sitometri, hiicrelerin fiziksel ya da kimyasal karakterlerinin akan bir sivi i¢inde

incelenmesi olarak tanimlanmaktadir (Dilaver, 1995). Siispanse haldeki hiicreler akim

sitometrisi yardimiyla lazer 15181 ile aydinlatilan bir bolmeden gecer ve bu sirada sinyaller

olusturur. Olusturduklart bu sinyaller hiicrelerin fiziksel 6zelliklerine gore (biiytikliik,

graniilarite) ya da hiicreye baglanan fluokroma gore de olabilir (Dunphy, 2004).

Akis sitometri ile akis kabinine gelen hiicrelerin ileri sagilma grafigi (forward
scatter) ile biiylikligli, yana sacilma grafigi (side scatter) ile graniilitesi ve floresans
grafigi ile floresans miktar1 hakkinda yaklasik olarak bilgiler edinebiliriz (Kanev ve

Gokalp Muranli, 2015).

Akis sitometri yontemi sayesinde hiicreler farkli sekillerde analiz edilebilmektedir.
Analizler; hiicrelerin biiyiikliik ve graniil yapilarina gore, tek floresan boya ile

monoklonal antikor kullanarak, ¢ok renkli floresan boyalar ile isaretlenen antikorlar
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kullanarak veya hiicre igerisindeki antijen ve yapilarin membran gegirgenligini arttirarak
floresan boyas1 eklenmesi sonucu isaretlenen monoklonal antikorlar ile yapilabilmektedir

(Villas, 1998).

IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF- a Ol¢limlerinin yapilmasi sirasinda kullanilan
boyalar (FITC ve PE) floresan o0zelligine sahip olup antikorlar bu boyalarla

isarctlenmistir.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin ve %10 FBS
iceren DMEM besiyeri iginde ve THP-1 hiicreleri %1 Pen-Strep, %0.1 Piromisin, %10
FBS ve %0.0004 B-merkaptoetanol igeren RPMI-1640 besiyeri iginde %5 CO2’li etiivde,
37°C, %95 bagil nemde gelistirilmistir. Yeterince gelisen MCF-7, MDA-MB-231 ve
THP-1 hiicreleri say1lmus, kontrol gruplarini olusturmak i¢in ayri olarak alt odaciga 2x10°
hiicre olacak sekilde ekilmis ve hicbir madde uygulanmadan temiz besiyeri icinde
gelistirilmistir.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 1’er kuyunun alt odacigina 2x10° hiicre
ekilirken 3’er kuyunun haznesine 2x10° hiicre ekilmis ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Alt odaciga ekilen hiicreler kontrol amagli ekilmis olup hi¢bir madde

verilmeden temiz besiyeri i¢cinde gelistirilmistir.

Yaklasik 20 saat sonra 24 kuyulu plakanin 8 kuyusunun alt odacigina her birinde
2x10° hiicre olacak sekilde ekilen THP-1 hiicrelerinin 1 kuyusu kontrol igin LPS
eklenmeden birakilirken diger 7 kuyuya 100 ng/mL LPS eklenmistir ve 4 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda LPS eklenen 1 THP-1 hiicresi LPS kontrolii i¢in
ayrilirken diger 3 THP-1 hiicresinin listine MCF-7, diger 3 THP-1 hiicresinin iizerine ise

MDA-MB-231 ekili olan hazneler yerlestirilmistir.

MCF-7 ile olusturulan ko-kiiltiir modelinde bir kuyuya tamoksifenin MCF-7 i¢in
ICso degeri verilirken digerine essitalopram oksalatin MCF-7 i¢in ICso degeri verilmistir.
Diger kuyu temiz besiyeri i¢cinde birakilarak MCF-7 ko-kiiltiirii i¢in kontrol grubu olarak
ayrilmistir. MDA-MB-231 ile olusturulan ko-kiiltiir modelinde ise bir kuyuya
tamoksifenin MDA-MB-231 i¢in ICso degeri verilirken digerine essitalopram oksalatin
MDA-MB-231 igin ICso degeri verilmistir. Diger kuyu temiz besiyeri i¢inde birakilarak
MDA-MB-231 ko-kiiltiirii i¢in kontrol grubu olarak ayrilmistir. Maddeler verildikten

sonra sitokin 6l¢timleri i¢in hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
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Inkiibasyon sonunda hazneler ¢ikarilmis, her kuyudan hiicreler toplanarak 15
mL’lik falkonlara aktarilmistir. Her kuyu bir kez 1 mL soguk PBS ile yikanmis ve tekrar
falkonlara aktarilmistir. Bu sirada kontrol grubu olarak ayrilan MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarinin bulundugu kuyulara 100 pL tripsin-EDTA eklenerek plaka 3 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 1 mL PBS ile yikanan kuyulardan MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicreleri toplanarak uygun etiketli falkona eklenmis ve biitiin
falkonlar 5 dk 1100 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatan
uzaklastirilmis ve 2 kez daha 1 mL PBS ile yikanarak siipernatan uzaklagtirilmistir.

Elde edilen pelletin iizerine 500 uL PBS eklenerek pipetaj yapilmis ve IL-8 hiicre
ylizeyine baglandigi i¢in her bir falkondan 100 pL ayrilarak kalan her bir falkona 400 pL.
cytofix eklenmistir. Bu sirada ependorflara uygun etiketlemeler yapilarak IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-10, TNF- a boyalar1 10 pL eklenmistir. Boya eklenen ependorflardan IL-18, IL-6,
IL-10 ve TNF-a’ya cytofix eklenen hiicre stispansiyonundan 100’er pL dagitilirken, IL-
8 eklenen ependorfa cytofix eklenmemis olan hiicre slispansiyonundan 100 pL eklenerek
15 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda her bir ependorfa 1 mL PBS eklenmis ve 300-350 x
g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatan dikkatlice uzaklastirilmis ve

her ependorfa 200 uLL PBS eklenerek akis sitometride analiz edilmistir.

4.3.8. Sitotoksisite yontemlerinin istatistiksel analizi
Istatistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin ¢izimi GraphPad Prizm 6.0 analiz
programi kullanilarak yapilmistir. Analizler sirasinda hiicre gruplarinin % canlilik
grafikleri kontrol grubu maksimum degerlendirilerek ¢izilmis olup, elde edilen veriler tek
yonlii ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak analiz edilmistir.
Istatistiksel anlamlilik degerleri p>0.5 fark yok, p<0.05 (*) fark var, p<0.01 (**)
anlamli fark var, p<0.001 (***) 6nemli fark var, p<0.0001 (****) cok 6nemli fark var

olarak degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Essitalopram Oksalat ve Tamoksifen’in MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre

Hatlan Icin Sitotoksisitesinin MTT Yontemi Ile Degerlendirilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin tamoksifen ve essitalopram oksalat icin
yapilan MTT sonucglar1 ELISA okuyucu cihaz yardimi ile 540 nm dalga boyunda
okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri hiicre canliliklari olarak kabul edilmis olup,
veriler Microsoft Office Excel programinda % hesap seklinde olusturulmustur.
Birbirinden bagimsiz 3 tekrarli yapilan deneylerin sonuglarinda, kontrol grubu 100 olarak
kabul edilmis olup diger biitiin konsantrasyonlarin % degerleri bu degere gore
hesaplanmistir. Elde edilen veriler GraphPad Prism 6.0 programi kullanilarak istatistiksel
olarak analiz edilmis ve grafikleri olusturulmustur. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarinin tamoksifen ve essitalopram oksalat gruplarina ait % canli hiicre-konsantrasyon

grafikleri sekil 5.1°de verilmistir.
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Sekil 5.1. Essitalopram oksalat ve tamoksifen (pozitif kontrol) konsantrasyonlarinin MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlart iizerindeki % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak

degerlendirilmesi (****p<0.0001, n=8)
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MTT yonteminde tamoksifen ve essitalopram oksalat gruplarinda 125 uM-3.90625
uM araliginda anlamli sonuclar elde edilmistir. Bu verilere gore elde edilen hiicre
canliliklar1 MCF-7 (Tablo 5.1) ve MDA-MB-231 (Tablo 5.2) hiicre hattinda essitalopram
oksalat ve tamoksifen icin artan konsantrasyonlarda azalmstir. Istatistiksel anlamlilik

degerleri kontrol grubuna gore hesaplanmustir.

Tablo 5.1. MCF-7 hiicrelerinin % canliliklar: (Kontroliin canliligi %100 olarak kabul edilmistir.)

Konsantrasyonlar Madde Konsantrasyonlarinin % Hiicre Canlhiliklan
(uM) Tamoksifen (%) Essitalopram Oksalat (%)
125 31.98 42.22
62.5 42.19 45.08
31.25 45.52 49.50
15.62 49.42 54.40
7.81 55.77 58.54
3.90625 58.82 63.65

Tablo 5.2. MDA-MB-231 hiicrelerinin % canliliklari (Kontroliin canliligi %100 olarak kabul edilmistir.)

Konsantrasyonlar Madde Konsantrasyonlarinin % Hiicre Canlhiliklan
uM Tamoksifen (%) Essitalopram Oksalat (%)
125 9.73 33.38
62.5 20.78 38.62
31.25 27.07 43.61
15.62 35.48 44.24
7.81 39.00 49.66
3.90625 46.93 53.24

Ostrojen ve anti-strojenlerin hormona tepkili meme kanserleri (MCF-7, MDA-
MB-231) iizerindeki etkisini arastiran Lippman ve digerleri anti-Ostrojenlerin giiglii
inhibe ediciler oldugunu ve 3x10”7 M’dan yiiksek konsantrasyonlarda hiicreleri 1diiriicii

etkisi oldugunu ileri siirmiiglerdir (Lippman vd., 1976).

Tamoksifenin meme kanseri iizerindeki sitotoksik etkilerini arastiran Hassan ve
digerleri ise yapmis olduklart MTT testleri sonucu tamoksifenin MCF-7 i¢in ICso degerini

4.506 ng/mL olarak bulmuslardir (Hassan vd., 2018).

MikroRNA’larin (miRNAs) degisen ekspresyonu ve fonksiyonlarinin tamoksifen
direnci ile iliskisini aragtiran Li ve digerlerinin yapmis oldugu c¢alismalarda MCF-7

hiicrelerinde tamoksifenin ICso degeri 7.29 uM olarak tespit edilmistir (Li vd., 2018).
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Acanthaster planci denizyildiz1 ekstresinin sitotoksik ve apoptotik etkilerini
arastiran Mutee ve digerleri pozitif kontrol olarak kullandiklari tamoksifenin MCF-7

hiicresi i¢in ICso degerini 11.84 png/mL olarak bulmustur (Mutee vd., 2012).

Estradiol ve 13 endojen estradiol metabolitinin anti-proliferatif etkisini arastiran
Seeger ve digerleri ise; meme kanseri hiicreleri ilizerindeki etkilerini tamoksifen ile
karsilagtirmistir. Yaptiklar1 bu ¢alismada tamoksifenin 1Cso’si MCF-7 i¢in 27 uM ve
MDA-MB-231 igin ise 18 uM olarak tespit edilmistir (Seeger vd., 2003).

Tamoksifenin 9 farkli tiimor hiicresinin gelisimi iizerindeki etkilerini inceleyen
Petinari ve digerleri bunun i¢in MCF-7, UACC62, NCI-460, K-562, OVCAR-03, PC-03,
HT-29, 786-0 ve NCI-ADR hiicre hatlarin1 kullanmislardir. Yapilan ¢alismada hiicresel
protein igeriginin Ol¢limiine dayali olarak hiicre yogunlugunun belirlenmesinde
kullanilan SRB deneyi uygulanmis ve 96 kuyucuklu plakalara ekilen hiicrelere 5, 10, 25
ve 50 uM konsantrasyonlarinda tamoksifen verilmistir. 48 saat sonunda plakalar 540 nm
dalga boyunda okunmus ve Microsoft Excel programi kullanilarak ICso degerleri
hesaplanmistir. Alinan sonuglara gore tamoksifenin MCF-7 hiicreleri i¢in ICso degeri

12.59 uM olarak bulunmustur (Petinari vd., 2004).

Timokinon ve tamoksifenin kombine uygulamalarinin meme kanseri gelisimi ve
apoptozu lizerine etkilerini aragtiran Rajput ve digerleri Timokin ve tamoksifenin MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki sitotoksisitesini belirlemek icin MTT testi
uygulamiglardir. Yapmis olduklar1t MTT testlerinde tamoksifen i¢in 0.01-40 pM
konsantrasyon araligin1 denemisler ve 48 saat sonra aldiklar1 sonuglara gore ICso degeri
MCF-7 i¢in 9.06+£0.29 uM ve MDA-MB-231 i¢in ise ICso degeri 13.05+0.91 uM olarak
hesaplamislardir (Rajput vd., 2013).

Sitralin ilacina direncli meme kanseri hiicrelerini spesifik olarak hedefleme
potansiyeli iizerine caligmalarin1 yapan Nigjeh ve digerleri MDA-MB-231 hiicreleri
tizerinde MTT testleri ile sitralin ve pozitif kontrol olarak kullandiklar1 doksorubisin,
cisplatin ve tamoksifenin sitotoksik etkilerini belirlemistir. Yapilan caligmalarda
tamoksifenin MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in ICso degeri 8.35+1.41 pg/mL olarak
belirlenmistir (Nigjeh vd., 2018).

MDA-MB-231 hiicre hatt1 ile kombine dosetaksel-sertalin tedavisinin anti-
proliferatif etkilerini inceleyen Arunasree, MDA-MB-231 icin essitalopram’m ICso

degerini 392.24 uM olarak bulmustur (Arunasree, 2010).
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MCF-7 hiicre hatt1 ve essitalopram oksalat ile benzer bir ¢aligma bulunmamaktadir.
SSRI olan essitalopram oksalatin glioma C6 hiicrelerinde ki sitotoksik etkilerini arastiran
Dikmen ve digerleri essitalopram oksalatin C6 hiicreleri i¢in 1Cso degerini 106.97 uM

olarak bulmustur (Dikmen vd., 2011).

SSRI ve SNRI mekanizmasimna sahip antidepresanlarin insan hepatoseliiler
karsinoma hiicrelerindeki (HepG2) etkilerini arastiran Kauwahara ve digerleri,
essitalopramin HepG2 hiicreleri i¢in I1Cso degeri 94.8 uM olarak bulmustur. HepG2
hiicrelerinde olusan belirgin hasar, bu ilacin anti-tiimor etkilerinin olabilecegi

diistindiirmektedir (Kuwahara vd., 2015).

Glioblastoma multiforme (GBM) kotii prognoza sahip olan en agresif beyin kanseri
olarak kabul edilmektedir ve tedavi sirasinda beyin fonksiyonlarina zarar verilmemesi
cok zordur. Bu nedenle farkli tedavi yontemlerini arastiran Chen ve digerleri, SSRI’larin
belirli kanser tiirleri i¢in sitotoksik etkiye sahip olmasindan yola ¢ikarak essitalopram
oksalat1 glioblastoma hiicresi olan U-87MG iizerinde denemistir. Essitalopram oksalatin
U-87MGQ hiicreleri lizerindeki ICso degeri 24 saat sonunda 0.247 mM ve 48 saat sonunda
0.169 mM olarak ol¢iilmiistiir. Yapilan calismalar sonunda essitalopram oksalatin U-
87MG hiicrelerinin proliferasyonunu ve invazif kabiliyetlerini inhibe ettikleri sonucuna

ulagsmiglardir (Chen, 2017).

5.2. Tamoksifen ve Essitalopram Oksalatin  THP-1 Hiicre Hatti Icin

Sitotoksisitesinin MTS Yontemi ile Degerlendirilmesi

THP-1 hiicrelerinin tamoksifen ve essitalopram oksalat i¢in yapilan MTS sonuglari
ELISA okuyucu cihaz yardimi ile 420 nm dalga boyunda okunmustur. Elde edilen
absorbans degerleri hiicre canliliklar1 olarak kabul edilmis olup, veriler Microsoft Office
Excel programinda % hesap seklinde olusturulmustur. Birbirinden bagimsiz 3 tekrarh
yapilan deneylerin sonuglarinda, kontrol grubu 100 olarak kabul edilmis olup diger biitiin
konsantrasyonlarin % degerleri bu degere gore hesaplanmustir. Elde edilen veriler
GraphPad Prism 6.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmis ve grafikleri
olusturulmustur. THP-1 hiicre hattinin tamoksifen ve essitalopram oksalat gruplarina ait

% canl1 hiicre degerleri sekil 5.2°de verilmistir.
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Tamoksifen'in THP-1 Uzerindeki Etkisi  Essitalopram Oksalat'in THP-1 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 5.2. Essitalopram oksalat ve tamoksifen (pozitif kontrol) konsantrasyonlarimin THP-1 hiicre hatti
tizerindeki %hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (****p<0.0001,
n=3§)

MTS yonteminde tamoksifen ve essitalopram oksalat gruplarinda 125 uM-3.90625
uM araliginda anlamli sonuglar elde edilmistir. Bu verilere gore elde edilen hiicre
canliliklart THP-1 hiicre hattinda essitalopram oksalat ve tamoksifen icin artan
konsantrasyonlarda azalmistir (Tablo 5.3). Istatistiksel anlamlilik degerleri kontrol

grubuna gore hesaplanmustir.

Tablo 5.3. THP-1 hiicrelerinin % canliliklar: (Kontroliin canliligi %100 olarak kabul edilmistir.)

Konsantrasyonlar Madde Konsantrasyonlarmin % Hiicre Canhhklari

uM Tamoksifen (%) Essitalopram Oksalat (%)
125 44.84 43.84

62.5 52.67 56.78

31.25 61.80 65.15

15.62 68.95 74.20

7.81 74.57 81.22
3.9 81.61 91.71

% Canlilik formiilii ile elde edilen veriler ve Microsoft Office Excel kullanilarak
yapilan hesaplamalar dogrultusunda tamoksifenin THP-1 hiicre hatt1 i¢in ICso degeri
92.03 uM ve essitalopram oksalat i¢in ICso degeri 95.32 uM olarak hesaplanmstir (Tablo
5.4).
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Tablo 5.4. Tamoksifen ve Essitalopram Oksalat’in THP-1 hiicre hatti i¢in ICsg degerleri

Hiicre Hatt1 Tamoksifen (WM) Essitalopram Oksalat (uM)
THP-1 92.03 95.32

Literatiir taramalarinda tamoksifen ya da essitalopram oksalat ile muamele edilen

THP-1 hiicreleri hakkinda benzer ¢alisma bulunmamaktadir.

Bunun yaninda Ostrojen ve progestinin, minimal oksitlenmis diisiik yogunluklu
lipoprotein ile indiiklenen THP-1 hiicreleri gocii tizerindeki etkisini arastiran Okada ve
digerleri bunun igin THP-1 hiicrelerinin dstrojen reseptodrlerini bloke etmek igin 10° M
tamoksifen ile 3 saat boyunca inkiibe etmiglerdir. Kullanilan tamoksifen miktar1 meme
kanseri hiicrelerinde Ostrojeni antogonize ettigi bilinen konsantrasyondur. Yaptiklari
caligmalar sonucunda estradioliin inhibe edici etkisi 6nemli 6l¢iide antagonize edilmistir

(Okada vd., 1997).

Alt1 farkli antidepresan smifinin LPS ile uyarilan monositlerdeki IP-10 kemokin
ekpresyonu iizerindeki etkilerini in vitro olarak arastiran Tsai ve digerleri, THP-1
hiicrelerini LPS ile stimiile etmeden 6nce antidepresanlarla 6n isleme tabii tutmuslardir.
Yapilan calismalar sonucunda 10° M uygulanan fluoksetin (SSRI) ve 10°-10° M
uygulanan bupropion (NDRIs)’in sitotoksik etkisine rastlanmamustir (Tsai vd., 2014).

5.3. xCELLigence Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanilarak
MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicrelerinin Essitalopram Oksalat ve Tamoksifen

icin ICso Degerlerinin Degerlendirilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ger¢ek zamanl hiicre analiz sisteminde
(RTCA DP) 6l¢iim i¢in kullamlacak olan E-plakalarin igine 1x10° hiicre olacak sekilde
ekilmis ve daha sonra prosediire uygun sekilde maddelerin konsantrasyonlari

denenmistir.

MTT sitotoksisite testi ile yapilan taramalar sonucunda MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarinin tamoksifen (125-3.90625 uM) ve essitalopram oksalat (30-7.5 uM)
konsantrasyon araliklart belirlenmis olup, RTCA DP sisteminde uygulanmistir.
Konsantrasyonlarin uygulanmasindan 48 saat sonra (toplam 72 saat) cihaz durdurulmus
ve ICso degerleri RTCA DP Software 1.2.1 programi tarafindan otomatik olarak
hesaplanmistir. Tamoksifen ve essitalopram oksalatin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlar1 i¢in elde edilen ICso degerleri tablo 5.5’de gosterilmistir.
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Tablo 5.5. Tamoksifen ve Essitalopram Oksalat'in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari i¢in ICs

degerleri
Hiicre Hatlan Tamoksifen (uM) Essitalopram Oksalat (uM)
MCEF-7 54.6 13.7
MDA-MB-231 58.4 10.9

MTT sitotoksisite testi ile yapilan genis konsantrasyon taramasindan elde edilen
veriler sonucu uygun konsantrasyonlar se¢ilmis, RTCA DP’de saat basi Olglimler
alinmistir.  MCF-7 hiicrelerinde tamoksifen konsantrasyonlari 125-3.90625 upM
araliginda ve 4 tekrarli olarak denenmistir (Sekil 5.3). Yapilan deneyde hiicreler E-
plakalara ekildikten 24 saat sonra cihaz durdurulmus ve tamoksifenin farkl
konsantrasyonlart MCF-7 hiicrelerine uygulanmistir. 48 saat sonunda (toplam 72 saat)

cihaz durdurularak sonuclar alinmistir.

@ 125 ;M Tamoksifen
@ 625 M Tamoksifen
@ 31.25 yM Tamoksifen

T
20 |

& 7.81 yM Tamoksifen
@ 3.91 1M Tamoksifen

Cell Index

. I R R S B
0o 120 240 360 430 500 720

Time {in Hour)

Sekil 5.3. Tamoksifen 'in 48 saatlik konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicre proliferasyon egrisi (n=4, ortt standart sapma)

MCF-7 hiicrelerine tamoksifen konsantrasyonlari uygulandiktan 48 saat sonra
program durdurulmus ve RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak konsantrasyon-
hiicre indeksi egrileri olusturularak 1Cso hesaplamalar1 yapilmistir (Sekil 5.4). Bu verilere

gore tamoksifenin MCF-7 hiicreleri tizerindeki ICso degeri 54.6 uM’dir.
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Sekil 5.4. RTCA DP sisteminde Tamoksifen’in MCF-7 hiicrelerinde 48 saatteki CI degerlerine gore ICs
degerinin hesaplandigi konsantrasyon-hiicre indeksi egrisi (ICso: 54.6 uM)

MTT testi ile elde ettigimiz konsantrasyonlar1 kullanarak kurdugumuz RTCA
DP’de MCF-7 hiicrelerinde essitalopram oksalat konsantrasyonlar1 30-7.5 uM araliginda
ve 5 tekrarli olarak denenmistir (Sekil 5.5). Yapilan deneyde hiicreler E-plakalara
ekildikten 24 saat sonra cihaz durdurulmus ve essitalopram oksalatin farkli
konsantrasyonlart MCF-7 hiicrelerine uygulanmistir. 48 saat sonunda (toplam 72 saat)

cihaz durdurularak sonuclar alinmistir.
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Sekil 5.5. Essitalopram Oksalat’in 48 saatlik konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicre proliferasyon egrisi (n=35, ortx standart sapma)
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Essitalopram oksalat konsantrasyonlari uygulandiktan 48 saat sonra program
durdurulmus ve RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak konsantrasyon-hiicre
indeksi egrileri olusturularak 1Cso hesaplamalar1 yapilmistir (Sekil 5.6). Bu verilere gore

essitalopram oksalatin MCF-7 hiicreleri tizerindeki ICso degeri 13.7 uM’dur.
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Sekil 5.6. RTCA DP sisteminde Essitalopram Oksalat in MCF-7 hiicrelerinde 48 saatteki CI degerlerine
gore ICsg degerinin hesaplandigi konsantrasyon-hiicre indeksi egrisi (ICsp: 13.7 uM)

Tamoksifenin MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki etkilerine MTT sitotoksisite
testleri ile bakilmig ve yapilan tarama sonucu 125-3.90625 uM araliginda, 4 tekrarh
olarak RTCA DP’de deney kurulmustur (Sekil 5.7). Yapilan deneyde hiicreler E-
plakalara ekildikten 24 saat sonra cihaz durdurulmus ve tamoksifenin farkl
konsantrasyonlart MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanmistir. 48 saat sonunda (toplam 72

saat) cihaz durdurularak sonuclar alinmistir.
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Sekil 5.7. Tamoksifen 'in 48 saatlik konsantrasyonlarinin MDA-MB-231 hiicre
proliferasyon egrisi (n=4, ortx standart sapma)

Tamoksifen konsantrasyonlar1 uygulandiktan 48 saat sonra program durdurulmus
ve RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak konsantrasyon-hiicre indeksi egrileri
olusturularak ICso hesaplamalar1 yapilmistir (Sekil 5.8). Bu verilere gore tamoksifenin

MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki ICso degeri 58.4 uM’dir.

5.4000

-
4.5000 = e

3.6000

Cell Index

2.7000 \\
1.8000 \

0.3000 -
Compound Mame | Tamazifen
ICE0 5.8433E -5M
Square B 9.9287E41
0.0000
650 -6.00 -5.50 -5.00 -4.50 -4.00 =350

Log of concentration (M)

Sekil 5.8. RTCA DP sisteminde Tamoksifen 'in MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saatteki CI degerlerine
gore ICsg degerinin hesaplandigi konsantrasyon-hiicre indeksi egrisi (ICso: 58.4 uM)

MTT sitotoksisite testi ile yapilan genis konsantrasyon taramasindan elde edilen
veriler sonucu uygun konsantrasyonlar secilmis ve RTCA DP’de MDA-MB-231

hiicrelerinde essitalopram oksalat konsantrasyonlar1 30-7.5 pM araliginda ve 5 tekrarh
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olarak denenmistir (Sekil 5.9). Yapilan deneyde hiicreler E-plakalara ekildikten 24 saat
sonra cihaz durdurulmus ve essitalopram oksalatin farkli konsantrasyonlart MDA-MB-
231 hiicrelerine uygulanmistir. 48 saat sonunda (toplam 72 saat) cihaz durdurularak

sonuclar alinmustir.
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Sekil 5.9. Essitalopram Oksalat’in 48 saatlik konsantrasyonlarinin MDA-MB-231 hiicre
proliferasyon egrisi (n=35, ortx standart sapma)

Essitalopram oksalat konsantrasyonlari uygulandiktan 48 saat sonra program
durdurulmus ve RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak konsantrasyon-hiicre
indeksi egrileri olusturularak 1Cso hesaplamalar1 yapilmistir (Sekil 5.10). Bu verilere gore

essitalopram oksalatin MDA-MB-231 hiicreleri tizerindeki ICso degeri 10.9 uM’dir.
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Sekil 5.10. RTCA DP sisteminde Essitalopram Oksalat’in MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saatteki CI
degerlerine gore ICsg degerinin hesaplandigi konsantrasyon-hiicre indeksi egrisi
(ICsp: 10.9 uM)

17B-estradioliin tamoksifenin anti-proliferatif etkinligi {izerindeki etkilerini
aragtiran Xu ve digerleri bunun i¢in ER+ bir hiicre hatt1 olan MCF-7’y1 kullanmistir.
Tamoksifen 10 M, 107 M, 5x107 M, 10° M, 5x10° M ve 10> M konsantrasyonlarinda
MCF-7 hiicre hattinda denenmistir. Hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite xCELLigence
RTCA-S16 kullanilarak siirekli olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore
tamoksifen 10”7 M konsantrasyonda tedaviyi takiben énemli bir fark yaratmazken, daha
yiiksek konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerinin biiylimesini inhibe etmistir (Xu vd.,

2019).

xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanarak tamoksifen ve D
vitaminin MCF-7 hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini degerlendiren Yetkin, farkli
dozlarda tamoksifen ve vitamin D (20 uM Tam + 50 nM vit D, 20 uM Tam + 100 nM vit
D, 10 uM Tam + 50 nM vit D, 10 uM Tam + 100 nM vit D) konsantrasyonlarint MCF-7
hiicreleri iizerinde denemistir. Elde ettigi veriler dogrultusunda diisiik tamoksifen ve D
vitamini kombinasyonunun kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini tesvik ettigini ve MCF-7

hiicreleri i¢in tamoksifenin ICso degerinin 22 uM oldugunu bulmustur (Yetkin, 2019).

Usnik asidi meme kanseri tedavisinde rutin olarak kullanilan tamoksifen ile
karsilagtiran Cansaran-Duman ve digerleri, xCELLigence ger¢ek zamanli analiz sistemi
kullanarak usnik asit ve tamoksifenin ICso degerlerini hesaplamislardir. Bu caligmalar
sirasinda usnik asit ve tamoksifen 10-25-50-100 uM konsantrasyon araliginda MDA-

MB-231 hiicre hatt1 i¢cin denenmistir. Elde edilen veriler sonucunda tamoksifenin MDA-

51



MB-231 hiicre hatt1 igin ICso degeri 1.26E-05M olarak bulunmustur (Cansaran-Duman
vd., 2020).

Essitalopram oksalatin MCF-7, MDA-MB-231 ve farkli diger hiicre hatlar ile

benzer ¢alismalar1 bulunmamaktadir.

5.4. AnnexinV-PI yontemi kullanilarak akis sitometride MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarinda Tamoksifen ve Essitalopram Oksalat’in apoptotik etkilerinin

degerlendirilmesi

Floresan bir madde ile isaretlenen Annexin-V apoptoz sonucu membranin dis
ylizeyine gegen fosfotidilserine ve nektrotik hiicrelerin yiizeyine baglanir (Giiles ve Eren,
2008). Apoptotik hiicrelerle nekroza ugrayan hiicreleri birbirinden ayirabilmek igin
ortama ikinci bir boya olarak propidyum iyodiir (PI) eklenmektedir. Annexin-V yesil
floresans (FITC) gosterirken, PI kirmiz1 floresans (PE) gosterir (Overbeeke vd., 1998).
Bu sayede iki farkli boya ile boyanan hiicreler; canli hiicreler (FITC-,PE-), erken
apoptotik hiicreler (FITC+, PE-), ge¢ apoptotik hiicreler (FITC+, PE+) ve nektorik
hiicreler (FITC-, PE+) seklinde birbirinden ayirt edilebilmektedir (Dikmen vd., 2011).

Yeterince gelisen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri kaldirilip sayildiktan sonra 6
kuyucuklu plakalara her bir kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde dagitilmustir. 24 saat
inkiibasyondan sonra hiicrelerin besiyerleri ¢ekilerek apoptoz 6l¢iimii yapilacak olan
maddelerin ICso degerleri (MCF-7 i¢in: Tamoksifen ICso 54.6 pM, Essitalopram Oksalat
ICs0 13.7 uM; MDA-MB-231 i¢in: Tamoksifen ICso 58.4 uM, Essitalopram Oksalat ICso
10.9 uM) besiyeri i¢inde hazirlanarak kuyulara verilmis, bir kuyunun besiyeri kontrol
amagh taze besiyeri ile degistirilmistir. 24 saat madde ile muamele edilen MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin Annexin-V PI ile boyanarak akis sitometri ile elde edilen
apoptotik verileri tablo 5.6’da ve akis sitometri sonucglari ise sekil 5.11°de

gosterilmektedir.
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Tablo 5.6. Tamoksifen ve Essitalopram Oksalat in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki apoptotik

etkileri
Canh Nekroz Erken Geg
Hiicreler Maddeler Hiicre Hiicre Apoptoz  Apoptoz
() () (%) (o)
MCEF-7 Kontrol 92.4 3.7 1.3 2.6
Tamoksifen ICsg 62.0 5.1 5.1 17.9
Essitalopram Oksalat ICsg 82.5 4.7 4.7 8.8
MDA-MB-231  Kontrol 94.0 2.9 0.9 2.2
Tamoksifen ICsg 63.7 4.5 3.7 28.2
Essitalopram Oksalat ICsg 89.6 8.2 0.4 1.8

Annexin-V — PI ile boyanan MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubunun canli hiicresi
%92.4 iken nekroza ugrayan hiicreler %3.7, erken apoptoza ugrayan hiicreler %1.3 ve
gec apoptoza ugrayan hiicreler ise %?2.6’dir. Buna gore apoptotik hiicreler toplam
hiicrelerin %3.9’unu olusturmaktadir. Canli hiicreler nekroza ugrayan hiicrelerin 25 kat1

iken, apoptotik hiicrelerin 23.7 katidir (Sekil 5.11) (Tablo 5.6).

MCF-7’nin 24 saat tamoksifen (ICso 54.6 M) ile muamelesi sonucu canli hiicreler
toplam hiicrelerin %62.0’si iken nekroza ugrayan hiicreler %5.1, erken apoptoza ugrayan
hiicreler %5.1 ve ge¢ apoptoza ugrayan hiicreler ise %17.9 olarak 6l¢iilmiistiir. Buna gore
apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %23 iidiir. Tamoksifen ile muamele edilen MCF-7
hiicrelerindeki apoptotik etkileri kontrol grubu ile kiyasladigimizda, canli hiicreler
tamoksifen ile muamele edilen canli hiicrelerden 1.5 kat fazladir. Nekroza ugrayan
hiicreler ise tamoksifen ile muamele edilen gruptan 1.4 kat daha fazla olup, apoptotik

hiicreler ise kontroliin 5.9 katidir (Sekil 5.11) (Tablo 5.6).

MCF-7’nin 24 saat essitalopram oksalat (ICso 13.7 uM) ile muamelesi sonucu canli
hiicreler toplam hiicrelerin %82.5°1 iken nekroza ugrayan hiicreler %4.7, erken apoptoza
ugrayan hiicreler %4.7 ve ge¢ apoptoza ugrayan hiicreler ise %8.8 olarak Olciilmiistiir.
Buna gdre apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %13.5’idir. Essitalopram oksalat ile
muamele edilen MCF-7 hiicrelerindeki apoptotik etkileri kontrol grubu ile
kiyasladigimizda, canli hiicreler essitalopram oksalat ile muamele edilen canl
hiicrelerden 1.12 kat fazladir. Nekroza ugrayan hiicreler ise essitalopram oksalat ile
muamele edilen gruptan 1.3 kat daha fazla olup, apoptotik hiicreler ise kontroliin 3.5

katidir (Sekil 5.11) (Tablo 5.6).
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Annexin-V — PI ile boyanan MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubunun canli
hiicresi %94 iken nekroza ugrayan hiicreler %2.9, erken apoptoza ugrayan hiicreler %0.9
ve gec apoptoza ugrayan hiicreler ise %2.2°dir. Buna gore apoptotik hiicreler toplam
hiicrelerin %3.1’1ni olusturmaktadir. Canli hiicreler nekroza ugrayan hiicrelerin 32.4 kat1

iken, apoptotik hiicrelerin 30.3 katidir (Sekil 5.11) (Tablo 5.6).

MDA-MB-231’in 24 saat tamoksifen (ICso 58.4 uM) ile muamelesi sonucu canli
hiicreler toplam hiicrelerin %63.7 iken nekroza ugrayan hiicreler %4.5, erken apoptoza
ugrayan hiicreler %3.7 ve ge¢ apoptoza ugrayan hiicreler ise %28.2 olarak 6l¢tilmiistiir.
Buna gore apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %31.9°udur. Tamoksifen ile muamele
edilen MDA-MB-231 hiicrelerindeki apoptotik etkileri kontrol grubu ile
kiyasladigimizda, canli hiicreler tamoksifen ile muamele edilen canli hiicrelerden 1.5 kat
fazladir. Nekroza ugrayan hiicreler ise tamoksifen ile muamele edilen gruptan 1.6 kat

daha fazla olup, apoptotik hiicreler ise kontroliin 10.3 katidir (Sekil 5.11) (Tablo 5.6).
MDA-MB-231’in 24 saat essitalopram oksalat (ICso 10.9 uM) ile muamelesi

sonucu canli hiicreler toplam hiicrelerin %89.6’s1 iken nekroza ugrayan hiicreler %8.2,
erken apoptoza ugrayan hiicreler %0.4 ve ge¢ apoptoza ugrayan hiicreler ise %1.8 olarak
Olciilmiistiir. Buna goére apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %2.2’idir. Essitalopram
oksalat ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerindeki apoptotik etkileri kontrol grubu
ile kiyasladigimizda, canli hiicreler essitalopram oksalat ile muamele edilen canl
hiicrelerden 1.05 kat fazladir. Nekroza ugrayan hiicreler ise essitalopram oksalat ile

muamele edilen gruptan 2.8 kat daha fazla olup, apoptotik hiicreler ise kontroliin 1.4

katidir (Sekil 5.11) (Tablo 5.6).
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Sekil 5.11. Tamoksifen ve Essitalopram Oksalat in ICsg degerlerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarindaki etkisinin Annexin-V — PI boyasi ile boyanarak akig sitometride gosterilmesi

Acanthaster planci denizyildizi ekstresinin sitotoksik ve apoptotik etkilerini
aragtiran Mutee ve digerleri pozitif kontrol olarak tamoksifen kullanmistir. MCF-7
hiicreleri ile ¢alisan Mutee ve digerleri apoptoz ¢alismalarint Annexin-V PI boyasi ile
yapmis ve akis sitometri cihazi kullanarak sonuglart almiglardir. Aldiklart sonuglara gore
kontrol grubu hiicrelerin yaklasik %89’u canli, yaklasik %4.5°1 erken apoptotik ve
yaklasik %6.5’inin ise ge¢ apoptotik/nekrotik oldugu goriilmiistiir. 15 pg/mL tamoksifen
ile 4 saat muameleden sonra ise canlilik %52.2°ye diiserken, erken apoptoz %41.3’¢e

yiikselmis ve ge¢ apoptoz/nekroz ise %5.5’e diismiistiir (Mutee vd., 2012).
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Strobilanthes cripus yapraklarinin 6strojen reseptOriine yanit veren ve vermeyen
meme kanseri hiicrelerinde tamoksifen tarafindan indiiklenen hiicre 6liimii aktiviteleri
tizerindeki etkisini arastiran Yaacob, tek basina 2.5 uM tamoksifen ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinde 24 saat sonunda %27 ve 48 saat sonunda %40 apoptoz gormiistiir.
2.5 uM tamoksifen ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde ise yaklasik %11
apoptotik hiicre gézlemlerken 5 uM tamoksifenin apoptozu %25’e kadar indiikledigini
kaydetmislerdir (Yaacob, 2014).

Tamoksifenin BCL-2 ailesi gen tirtinleri BCL-2, BAX, BCL-Xy tizerindeki ve ER+
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde p53 seviyeleri lizerindeki etkilerini aragtiran Zhang
ve digerleri, anti-Ostrojen olan tamoksifenin MCF-7 insan meme hiicrelerinde apoptozu
zaman ve konsantrasyona bagl olarak indiikledigini gostermistir. Yaptiklar1 caligmalarda
10> M tamoksifen ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin 48 saat sonra
biiziilmeye basladigini, morfolojilerinde belirgin degisimler oldugunu saptamistir.
ELISA ile yaptiklar1 ¢alismada 10 M tamoksifenden fazla uygulanan tamoksifenin
MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerinde apoptotik etkiye sahip oldugunu, zamana ve
konsantrasyona bagli olarak tamoksifenin apoptozu indiikledigini bulmuslardir. 72 saat
boyunca 10 M tamoksifen ile tedavi edilen MCF-7 hiicreleri tedavi edilmeyen hiicrelere
oranla 8 kat daha yiiksek apoptoz oran1 sergilemistir (Zhang vd., 1999).

Tamoksifenin doza ve zamana bagli apoptotik etkilerini inceleyen Salami ve
Karami-Tehrani, yaptiklar1 ¢alismalarda ER+ olarak MCF-7 ve ER- olarak MDA-MB-
468 hiicre hattin1 ve apoptotik etkilere bakmak i¢in Annexin-V ve PI boyama yontemini
kullanmiglardir. Yapilan ¢aligmalarda MCF-7 hiicrelerinde tamoksifenin 1 pM’lik
konsantrasyonu erken apoptozda énemli bir artisa neden olurken, 24 saatte pik degerine
ulastig1 bulunmustur. Bunun yaninda MDA-MB-468 hiicrelerinde daha diisiik dozlarda
(0.5, 1, 2.5, 10 ve 15 pM) tamoksifenin 6nemsiz apoptoza neden oldugu, 20 uM
konsantrasyonda ise zamana bagli olarak erken apoptozda 6nemli bir artisa neden oldugu
ve MDA-M-468 hiicrelerinin MCF-7 hiicrelerinden farkli olarak 36 saatte pik degerine
ulagtig1 goriilmiistiir (Salami ve Karami-Tehrani, 2003).

Apigeninde Annexin-V FITC testi ile hiicre apoptotik tayini ve meme kanseri
hiicrelerinde rutin nedeniyle hiicre Oliimiinii arastiran Kamaludin ve digerleri bu
caligmalarda tamoksifeni pozitif kontrol olarak kullanmislardir. Yapilan calismada
tamoksifenin ICso degerini 30 M olarak bulmuglardir. 72 saat tamoksifen ile muamele

edilen MCF-7 hiicreleri Annexin-V ve PI ile boyayarak apoptotik etkiler akis sitometri

56



ile analiz etmislerdir. Yapilan calismaya gore tamoksifen MCF-7 hiicrelerinde %51
Anneksin-V+/PI- (erken apoptoz) deger gostermistir (Kamaludin vd., 2013).

Timokinon (TQ) ve tamoksifenin kombine uygulamalarinin meme kanseri gelisimi
ve apoptozu lizerine etkilerini aragtiran Rajput ve digerleri MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerini 24 saat boyunca tamoksifen ve TQ’nun kombine ICso konsantrasyonu ile
muamele etmistir ve apoptozu belirlemek i¢in Annexin-V ve PI boyalarini
kullanmiglardir. MCF-7 hiicrelerinde (TQ 20 uM ve tamoksifen 9 uM), MDA-MB-231
hiicrelerinde (TQ 16 pM ve tamoksifen 13 pM) tedavi edilmeyen kontrollere gore
(%0.2741.6) daha yiiksek bir apoptotik hiicre yiizdesine sahip olarak bulunmustur. Diigiik
doz TQ ve tamoksifen kombinasyonu (MCF-7 i¢in TQ ve tamoksifen 5 uM, MDA-MB-
231 i¢in 3 uM) her iki ilacin tek basina dozlara oranla énemli 6l¢iide daha yiiksek
apoptotik etkiye sahip olarak bulunmustur (Rajput vd., 2013).

Essitalopram oksalatin MDA-MB-231 ya da MCF-7 hiicreleri ile benzer ¢aligmalari
bulunmamaktadir. Bunun yaninda essitalopram oksalatin glioma C6 hiicrelerindeki
sitotoksik etkilerini arastiran Dikmen ve digerleri essitalopram oksalatin C6 hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkilerini Annexin-V ve PI boyalar ile saptamiglardir. Bunun i¢in
C6 hiicreleri 24 saat boyunca essitalopram oksalatin farkli konsantrasyonlar1 (25,50,100
ve 200 pM) ile muamele edilmistir. Inkiibasyon sonrasi essitalopram oksalatin erken ve
gec apoptotik etkileri konsantrasyonlarina gore sirasiyla; %17, %22.3, %12.5 ve %7.8,
nekrotik etkileri sirasiyla %2.8, %16.5, %21.5 ve %35.8 olarak hesaplanmistir (Dikmen
vd., 2011).

5.5.E.coli LPS’si ile uyarilmis THP-1 hiicrelerinde IL-1P seviyesinin akis

sitometride degerlendirilmesi

Uygun yogunluga ulagan THP-1 hiicrelerinin sayimi1 yapildiktan sonra, 6 kuyucuklu
plakalara her bir kuyuda 2x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Siispanse halde olan THP-
1 hiicrelerinin bir kuyusuna 1 pg/mL ve diger kuyusuna 100 ng/mL oraninda E.coli
LPS’si ilave edilirken 1 kuyu kontrol grubu olarak ayrilmis ve 4 saat inkiibasyona

birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi dolan THP-1 hiicreleri toplanarak prosediire uygun olarak IL-1f
ile boyanmustir. Islem sonrasi elde edilen siispanse hiicre akis sitometride analiz

edilmistir. Akis sitometri ile elde edilen sonuglar tablo 5.7°de gosterilmektedir.
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Tablo 5.7. 1 ug/mL ve 100 ng/mL E.coli LPS’si ile muamele edilen THP-1 hiicrelerinde IL-15 seviyeleri

Hiicre Maddeler IL-1B
%) %)
THP-1 Kontrol 96.2 3.8
100 ng/mL LPS 57.6 424
1 pg/mL LPS 58.5 41.5

Yapilan ¢alismada LPS ile stimiile edilen THP-1 hiicrelerinde kontrol grubu %3.8
IL-1p salgilarken 100 ng/mL LPS ile 4 saatlik muamele sonucunda bu deger 11.16 kat
artarak % 42.4’e yiikselmis ve 1 pg/mL LPS ile 4 saatlik muamele sonucunda ise 10.9
kat artarak %41.5’e ylikselmistir. Elde edilen bu sonuclar dogrultusunda 100 ng/mL
LPS’nin THP-1 monositlerinde IL-1f aktivitesini 1 ng/mL LPS’ye oranla 1.02 kat daha
fazla arttirdigini sdyleyebiliriz (Tablo 5.7)(Sekil 5.12).
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Sekil 5.12. 100 ng/mL ve 1 ug/mL E.coli LPS’si ile stimiile edilen THP-1 hiicrelerinin IL-1p seviyeleri
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THP-1 hiicre hattindan tiiretilen monosit ve makrofajlar tizerindeki gida
bilesiklerilerinin iltihaplanma ile iligkili immiin tepkilerini inceleyen Chanput ve digerleri
bunun i¢in THP-1 hiicrelerini 1 pg/mL LPS ile stimiile etmistir. IL-1B seviyesini akis
sitometri ile analiz etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gére THP-1 monositlerinin
LPS’ye maruz birakilmas: IL-1f3 salinimini 6nemli Sl¢lide arttirmistir (Chanput vd.,

2010).

5.6. Olusturulan meme kanseri ko-kiiltiir modelinde tamoksifen ve essitalopram

oksalatin immiinolojik etkilerinin degerlendirilmesi

MCEF-7, MDA-MB-231 ve THP-1 hiicreleri ile olusturulan meme kanseri ko-kiiltiir
modelleri, MCF-7 ko-kiiltiir modeli ve MDA-MB-231 ko-kiiltiir modelidir. Bu modeller
olusturulurken kullanilan MCF-7, MDA-MB-231 ve THP-1 hiicreleri her kuyuya 2x10°
hiicre olacak sekilde sayilarak ekilmistir.

Deneyler sirasinda THP-1 hiicrelerinden 24 kuyulu plakanin 8 kuyusuna (alt odaciga)
ekilmis ve bu 8 kuyunun 7’sine 100 ng/mL LPS verilmistir. LPS uygulanmayan kuyu
THP-1 kontroliinii olustururken, LPS uygulanan 1 kuyu THP-1 LPS kontrol grubunu
olusturmaktadir.

MCF-7 ko-kiiltiir modeli i¢in 1 kuyunun alt odacigia ekilen MCF-7 hiicrelerine
madde verilmeden kontrol grubu olarak kullanilirken, diger 3 kuyunun alt odaciginda
LPS ile stimiile edilen THP-1 hiicreleri ve haznelerinde ise MCF-7 hiicreleri
bulunmaktadir. Bu 3 kuyunun birine MCF-7 i¢in tamoksifenin ICso degerindeki
konsantrasyonu (54.6 uM) verilirken bir digerine essitalopram oksalat i¢in ICso degerinde
konsantrasyon (13.7 pM) uygulanmistir. Diger kuyu ise MCF-7 ko-kiiltiir modelinin
kontrol grubunu olusturmaktadir.

Ayni sekilde MDA-MB-231 ko-kiiltiir modelinde bir kuyunun alt odaciginda MDA-
MB-231 hiicresi kontrol grubu olarak temiz besiyeri i¢inde ekilirken, diger 3 kuyunun alt
odacigma LPS ile stimiile edilen THP-1 hiicreleri ve haznelerinde ise MDA-MB-231
hiicreleri bulunmaktadir. Bu 3 kuyunun birine MDA-MB-231 i¢in tamoksifenin 1Cso
(58.4 uM) degerindeki konsantrasyonu uygulanirken digerine ise essitalopram oksalat
icin ICs0 (10.9 uM) degerindeki konsantrasyon uygulanmistir. Diger kuyu ise MDA-MB-
231 ko-kiiltiir modelinin kontrol grubunu olusturmaktadir.

Ko-kiiltiir modelinde tamoksifen ve essitalopram oksalatin immiinolojik etkilerini

anlamak icin akig sitometri yontemi kullanilmis ve sonuglar BD Accuri C6 Flow
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Cytometer cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Tamoksifen ve essitalopramin MCF-7 ko-

kiiltiir modelinde immiinolojik etkileri tablo 5.8’de gosterilmektedir.

Tablo 5.8. MCF-7 ko-kiiltiir modelinde IL-1 B, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a sonuglari

IL-1p IL-6 IL-8 IL-10 TNF-a

Hiicreler Maddeler % % % % % % % % % %
G H 6 H 66 6006 6@
THP-1 Kontrol 962 38 91.1 7.7 855 142 90.0 9.7 869 127
100 ng/mL LPS 57.6 424 764 20.1 537 444 773 22.1 68.6 309
MCE-7 Kontrol 938 62 812 185 773 202 88.6 11.0 79.8 199
Ko-Kiiltir ~ Kontrol 89.6 104 894 103 427 56.1 658 333 548 442
Tamoksifen ICso  94.1 59 80.6 192 80.1 18.7 87.0 126 784 21.1
Essitalopram 972 2.8 88.7 11.1 838 156 889 10.6 87.7 12.1

Oksalat ICs

Akis sitometri cihazi kullanilarak alinan 6lgiimlerin sonuglarina THP-1 kontrol
grubunda IL-1pB seviyesi %3.8 iken, 100 ng/mL LPS uygulanmasi sonucunda %42.4’¢
cikmig ve 11.15 kat artmistir. MCF-7 kontrol grubunda ise IL-1p seviyesi %6.2 iken ko-
kiiltiir modelinde ise kontrol grubu %10.4’e ¢cikmis ve 1.67 kat artmistir. Tamoksifen ile
muamele edilen ko-kiiltiir modelinde IL-1P seviyesi %5.9’a diiserek ko-kiiltiir modeli
kontrol grubuna gore 1.76 kat azalmistir. Essitalopram oksalat ile muamele edilen ko-
kiiltiir modelinde ise IL-1P seviyesi %2.8’e kadar diigmiis, ko-kiiltiir modeli kontrol

grubuna gore 3.71 kat azalmistir (Tablo 5.8) (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13. MCF-7 ko-kiiltiir modelinde IL-1f seviyeleri

THP-1 hiicrelerinin kontrol grubundan alinan dl¢timlerde IL-6 seviyesi %7.7 iken,
100 ng/mL LPS uygulanmasi sonucunda IL-6 seviyesi %20.1’e ¢ikmis ve 2.61 kat
artmistir. MCF-7 kontrol grubunda ise IL-6 seviyesi %18.5 iken ko-kiiltlir modelinde ise
kontrol grubu %10.3’e diismiis ve 1.79 kat azalmistir. Tamoksifen ile muamele edilen ko-
kiiltiir modelinde IL-6 seviyesi %19.2’ye yiikselerek ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna
gore 1.86 kat artmistir. Essitalopram oksalat ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde ise
IL-6 seviyesi %]11.1°e kadar artmis, ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 1.07 kat
artmistir (Tablo 5.8) (Sekil 5.14).
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Sekil 5.14. MCF-7 ko-kiiltiir modelinde IL-6 seviyeleri

Akis sitometri cihazi kullanilarak alinan Ol¢limlerin sonuglarina gére THP-1
hiicrelerinin kontrol grubundan alinan 6l¢timlerde IL-8 seviyesi %14.2 iken, 100 ng/mL
LPS uygulanmas1 sonucunda IL-8 seviyesi %44.4’e ¢cikmis ve 3.12 kat artmigtir. MCF-
7 kontrol grubunda ise IL-8 seviyesi %20.2 iken ko-kiiltiir modelinde ise kontrol grubu
%56.1’e yiikselerek 2.77 kat artmistir. Tamoksifen ile muamele edilen ko-kiiltiir
modelinde IL-8 seviyesi %18.7’ye diiserek ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 3 kat
azalmistir. Essitalopram oksalat ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde ise IL-8 seviyesi
%15.6’e kadar diigmiis, ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 3.59 kat azalmistir (Tablo
5.8) (Sekil 5.15).
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THP-1 kontrol grubunda IL-10 seviyesi %9.7 iken, 100 ng/mL LPS uygulanmasi
sonucunda %22.1°e ¢ikmis ve 2.27 kat artmistir. MCF-7 kontrol grubunda ise IL-10
seviyesi %11.0 iken ko-kiiltiir modelinde ise kontrol grubu %33.3’e ¢ikmis ve 3.02 kat
artmigtir. Tamoksifen ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde IL-10 seviyesi %12.6’a
diiserek ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 2.64 kat azalmistir. Essitalopram oksalat

ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde ise IL-10 seviyesi %10.6’ya kadar diigmiis, ko-
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Sekil 5.15. MCF-7 ko-kiiltiir modelinde IL-8 seviyeleri

kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 3.14 kat azalmistir (Tablo 5.8) (Sekil 5.16).
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Akis sitometri cihazi kullanilarak alman o6l¢limlerin sonuglarina gére THP-1
hiicrelerinin kontrol grubundan alman Ol¢limlerde TNF-a seviyesi %12.7 iken, 100
ng/mL LPS uygulanmasi sonucunda TNF-a seviyesi %30.9’a ¢ikmis ve 2.43 kat artmustir.
MCF-7 kontrol grubunda ise TNF-a seviyesi %19.9 iken ko-kiiltiir modelinde ise kontrol
grubu %44.2°ye yiikselmis ve 2.22 kat artmistir. Tamoksifen ile muamele edilen ko-
kiiltiir modelinde TNF-a seviyesi %21.1’e diiserek ko-kiiltlir modeli kontrol grubuna gore
2.09 kat azalmistir. Essitalopram oksalat ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde ise

TNF-a seviyesi %12.1°e kadar diismiis, ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 3.65 kat
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Sekil 5.16. MCF-7 ko-kiiltiir modelinde IL-10 seviyeleri

azalmistir (Tablo 5.8) (Sekil 5.17).
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Sekil 5.17. MCF-7 ko-kiiltiir modelinde TNF-a seviyeleri

MDA-MB-231 ko-kiiltir modelinde tamoksifen ve essitalopram oksalatin
immiinolojik etkilerini anlamak i¢in BD Accuri C6 Flow Cytometer cihazi kullanilarak

alian 6l¢iimler tablo 5.9°da gosterilmektedir.

Tablo 5.9. MDA-MB-231ko-kiiltiir modelinde IL-1 B, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a sonuglari

IL-1B IL-6 IL-8 IL-10 TNF-a
Hiicreler Maddeler % % % % % % % % % %
6 H 6 6H 60 6H 60 6B 60 O
THP-1 Kontrol 962 3.8 91.1 7.7 855 142 90.0 9.7 869 12.7
100 ng/mL LPS  57.6 424 764 20.1 537 444 773 221 68.6 309
MDA-MB-  Kontrol 958 42 933 64 81.8 179 934 63 924 74
231
Ko-Kiiltiir Kontrol 819 181 903 94 320 66.7 67.5 31.5 493 486

Tamoksifen IC5 95.1 49 859 13.8 83.1 163 894 103 755 240
Essitalopram 979 2.1 837 159 828 162 90.8 88 879 11.8
Oksalat ICs

Akis sitometri cihazi1 kullanilarak alman 6l¢iimlerin sonuglarina THP-1 kontrol

grubunda IL-1f seviyesi %3.8 iken, 100 ng/mL LPS uygulanmas1 sonucunda %42.4’e
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¢ikmig ve 11.15 kat artmigtir. MDA-MB-231 kontrol grubunda ise IL-1p seviyesi %4.2
iken ko-kiiltiir modelinde ise kontrol grubu %18.1°e ¢ikmis ve 4.3 kat artmustir.
Tamoksifen ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde IL-1p seviyesi %4.9’a diiserek ko-
kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 3.7 kat azalmistir. Essitalopram oksalat ile muamele
edilen ko-kiiltiir modelinde ise IL-1p seviyesi %2.1’e kadar diismiis, ko-kiiltiir modeli

kontrol grubuna gore 8.61 kat azalmistir (Tablo 5.9) (Sekil 5.18).
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Sekil 5.18. MDA-MB-231 ko-kiiltiir modelinde IL-1f seviyeleri

THP-1 hiicrelerinin kontrol grubundan alinan dl¢timlerde IL-6 seviyesi %7.7 iken,
100 ng/mL LPS uygulanmas1 sonucunda IL-6 seviyesi %20.1’e ¢ikmis ve 2.61 kat
artmistir. MDA-MB-231 kontrol grubunda ise IL-6 seviyesi %6.4 iken ko-kiiltiir
modelinde ise kontrol grubu %9.4’e diismiis ve 1.46 kat azalmistir. Tamoksifen ile
muamele edilen ko-kiiltiir modelinde IL-6 seviyesi %13.8’¢e yiikselerek ko-kiiltlir modeli
kontrol grubuna gore 1.46 kat artmistir. Essitalopram oksalat ile muamele edilen ko-
kiiltiir modelinde ise I1L-6 seviyesi %15.9’a kadar yiikselmis, ko-kiiltiir modeli kontrol

grubuna gore 1.7 kat artmistir (Tablo 5.9) (Sekil 5.19).
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Sekil 5.19. MDA-MB-231 ko-kiiltiir modelinde IL-6 seviyeleri

Akis sitometri cihazi kullanilarak alinan Ol¢limlerin sonuglarina gére THP-1
hiicrelerinin kontrol grubundan alinan 6l¢iimlerde IL-8 seviyesi %14.2 iken, 100 ng/mL
LPS uygulanmasi sonucunda IL-8 seviyesi %44.4’e ¢ikmis ve 3.12 kat artmistir. MDA-
MB-231 kontrol grubunda ise IL-8 seviyesi %17.9 iken ko-kiiltiir modelinde ise kontrol
grubu %66.7’ye ylikselerek 3.72 kat artmistir. Tamoksifen ile muamele edilen ko-kiiltiir
modelinde IL-8 seviyesi %16.3’e diiserek ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 4.09 kat
azalmistir. Essitalopram oksalat ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde ise IL-8 seviyesi
%16.2’ye kadar diigmiis, ko-kiiltlir modeli kontrol grubuna gore 4.11 kat azalmigtir
(Tablo 5.9) (Sekil 5.20).
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Sekil 5.20. MDA-MB-231 ko-kiiltiir modelinde IL-8 seviyeleri

THP-1 kontrol grubunda IL-10 seviyesi %9.7 iken, 100 ng/mL LPS uygulanmasi
sonucunda %22.1’e ¢ikmis ve 2.27 kat artmistir. MDA-MB-231 kontrol grubunda ise IL-
10 seviyesi %6.3 iken ko-kiiltiir modelinde ise kontrol grubu %31.5°e ¢ikmis ve 5 kat
artmistir. Tamoksifen ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde IL-10 seviyesi %10.3’e
diiserek ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 3.05 kat azalmistir. Essitalopram oksalat
ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde ise IL-10 seviyesi %8.8’e kadar diigmiis, ko-

kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 3.57 kat azalmistir (Tablo 5.9) (Sekil 5.21).
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Sekil 5.21. MDA-MB-231 ko-kiiltiir modelinde IL-10 seviyeleri

Akis sitometri cihazi kullanilarak alinan Ol¢limlerin sonuglarina gére THP-1

hiicrelerinin kontrol grubundan alinan o6lgiimlerde TNF-a seviyesi %12.7 iken, 100

ng/mL LPS uygulanmasi sonucunda TNF-a seviyesi %30.9’a ¢cikmis ve 2.43 kat artmustir.
MDA-MB-231 kontrol grubunda ise TNF-a seviyesi %7.4 iken ko-kiiltiir modelinde ise

kontrol grubu %48.6’ya yiikselmis ve 6.56 kat artmistir. Tamoksifen ile muamele edilen

ko-kiiltiir modelinde TNF-a seviyesi %24.0’a diiserek ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna

gore 2.03 kat azalmigtir. Essitalopram oksalat ile muamele edilen ko-kiiltiir modelinde ise

TNF-a seviyesi %11.8’e kadar diigmiis, ko-kiiltiir modeli kontrol grubuna gore 4.11 kat
azalmistir (Tablo 5.9) (Sekil 5.22).
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Sekil 5.22. MDA-MB-231 ko-kiiltiir modelinde TNF-a seviyeleri

Yapilan ¢aligmalarda; THP-1 hiicre hattindan iiretilen monositler ve makrofajlar
tizerindeki gida bilesiklerinin iltihaplanma ile iliskili bagisiklik tepkilerini inceleyen
Chanput ve digerleri bunun i¢in THP-1 hiicrelerini 100 ng/mL PMA ile makrofajlara
doniistiirmiis ve monosit halde olan THP-1 hiicrelerini de kontrol amag¢lhi kullanmislardir.
Calisma i¢in hem makrofajlara farklilagsan hem de monosit halde olan THP-1 hiicrelerini
3 ila 6 saat 1 pg/mL LPS ile stimiile etmislerdir. Daha sonra inflamasyonla iligkili
sitokinler olan IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a seviyelerini analiz etmislerdir. THP-1
hiicrelerinin LPS ile uyarilmasi sonucu IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a seviyelerinde
carpict bir artig goriilmiistiir. IL-8 hem THP-1 monositlerine hem de makrofajlarinda
siipernatanda en baskin olan sitokin olarak 6l¢iilmiistiir. Monositlerden TNF-a ve IL-10
disinda analiz edilen biitiin sitokinler inkiibasyon siiresi boyunca birikmeye devam
etmistir (Chanput vd., 2010).

IL-1R’nin inhibisyonu ile IL-1f aktivitesinin bloke edilmesinin meme kanseri kemik
metastaz1 lizerindeki etkilerini arastiran Holen ve digerleri, anakinra ile IL-1R
sinyallesmesini bloke ederek IL-1B’nin islevsel roliinii arastirmistir. Bunun i¢in 6 haftalik

disi farelere MDA-MB-231-IV ya da MCF-7 hiicre enjeksiyonu yapilmigtir.
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Enjeksiyondan sonra giinde bir kere 1mg/kg anakinra, enjeksiyondan 3 giin 6nce 6nleyici
olarak plesebo veya 7 giin sonrasinda tedavi amagli uygulanmistir. Anakinra’nin kemik
tizerindeki etkileri IL-1B, TNF-a, IL-6 ELISA ile ol¢ililmiistiir. Caligmalar sonucunda
anakinra uygulamasinin IL-1R sinyallesmesinin bloke edici aktivitesi sayesinde 24 saat
sonunda IL-1f konsantrasyonunun %50 azaldigi, TNF-a konsantrasyonunun 4 saat sonra
%80 azalip, 24 saat sonunda taban ¢izgisine geri dondiigii ve IL-6 konsantrasyonunda ise
degisim goriilmedigi saptanmistir. Calismanin nihai sonucunda ise IL-1R antagonisti olan
anakinra’nin giinliilk uygulamasimin gogiis kanseri kemik metastazin1 6nemli 6l¢iide
azalttigini gostermektedir (Holen vd., 2016).

Meme kanseri metastazinin birincil anatomik bolgesi olan kemik, mezenkimal kok
hiicreler (MSC) bakimindan baskin bir hiicre popiilasyonuna sahiptir. Sasser ve digerleri
MSC’lerin ER+ (MCF-7) ve ER- (MDA-MB-231) insan meme kanseri hiicre hatlari
tizerindeki etkilerini incelemistir. Yaptiklari calismalarda ER+ hiicre hatlar1 (MCF-7)’nin
IL-6 seviyeleri saptanamamisken, ER- hiicre hatlarinin (MDA-MB-231, 2067 pg/mL) IL-
6 seviyeleri dlgiilmiistiir. h(MSC’in ortalama 3-7 ng/mL IL-6 iirettigi i¢in 5 ng/mL IL-6
varliginda MCF-7’nin biiylime oranini degerlendiren Sasser ve digerleri, tek basina IL-
6’nin ortama eklenmesi ile hiicre biiyiimesinin arttigin1 ancak 100 pg/mL ya da altindaki
IL-6 konsantrasyonunun biiyiimeyi etkilemedigini bulmustur (Sasser vd., 2007).

Yaslanmanin tiimor hiicrelerinde metastaza neden olabilecegine dair kanitlardan yola
¢ikan Ortiz-Montero ve digerleri, yaslanma ile iligkili bir inflamatuar ortamin meme
kanseri hiicrelerinde tiimdrijenik ve farklilasma potansiyelini etkileyip etkilemedigini
arastirmistir. IL-6 ve IL-8’in agresif meme kanseri hiicre hatlar1 tarafindan (MDA-MB-
231) salgilanmasint baz alarak bu sitokinleri salgilamayan MCF-7 hiicrelerini
kullanmiglardir. Bunun i¢in MCF-7 hiicrelerini yaslanma kosullu ortamda (SCM) IL-6 ya
da IL-8 ile isleme tabii tutmus ve EMT yolizi agisindan degerlendirmislerdir. Ayrica
SCM’de gelistirilen ve gelistirilmeyen MCF-7 hiicre hatlarinin siipernatanlarindan IL-1,
IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o miktarlar1 BD Cytometric Bead Array kullanilarak
belirlenmistir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda SCM’nin kanser ilerlemesinde rol oynayan
IL-6 ve IL-8 bakimindan olduk¢a zengin oldugu goriilmistiir (Ortiz-Montero vd., 2017).

Meme kanseri hastalarinda serum IL-12 ve IL-8 diizeylerinin 6nemini arastiran Derin
ve digerleri yapmis olduklar1 ¢caligmalara patolojik olarak dogrulanmis gogiis karsinomu
olan 48 hastay1 dahil etmislerdir. 21 saglikli kisi kontrol grubu olarak kaydedilmis ve

hastalarin serum Ornekleri baslangicta ve kemoterapi sonrasinda alinarak kaydedilmistir.
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Alinan kan 6rnekleri solid faz sandvi¢g ELIZA deneyi sonunda ELIZA okuyucu (Rayto,
RT-1904C) ile dl¢lilmiis ve sonuglar pg/mL olarak ifade edilmistir. Deney sonuglarinda
kontrol gruplar1 ise meme karsinomali hastalar arasinda IL-8 seviyelerinde anlamli
farkliliklar goriilmemistir. Hastalarda IL-8 seviyesi ortalama 32.4 pg/mg iken, kontrol
grubunda bu deger 35 pg/mg (p=0.365) olarak Olclilmiistiir ve kemoterapi sonrasi
hastalardaki bu deger 36 pg/mg (p=0.124) olarak 6l¢iilmiistiir ancak anlamli bir deger
elde edilememistir. Bunun yaninda elde edilen verilerde sadece IL-8 diizeyleri metastatik
olan hasta grubunda daha yiiksek ol¢ililmiistiir (p=0.047) (Derin vd., 2007).

Meme kanseri hastalarinin  kan serumlarindaki IL-6, IL-8 ve IL-10
konsantrasyonunu, hastaligin ilerlemesi ile iliskisini inceleyen Kozowski ve digerlerinin
yaptiklar1 ¢alismada 45 kadin hastay1 ve kontrol grubu olarak 25 saglikli kadin1 analiz
etmiglerdir. Serum Grneklerinde IL-6, IL-8 ve IL-10 konsantrasyonlart ELISA’lar ile
belirlenmis olup, elde edilen verilere gore IL-6 serum konsantrasyonu hastalarda kontrol
grubuna oranla %86.7, IL-8 %80 ve IL-10 %77.8 oraninda artmistir. Ancak istatistiksel
anlamlilik sadece IL-6’da goriilmiis olup, IL-8 ve IL-10 serum konsantrasyonlari
hastaligin evresi ile anlamli bir sekilde iligskilendirilememistir. Yine de elde edilen veriler
sonucunda IL-6, IL-8 ve IL-10 seviyelerinin yiiksekligi ile meme kanserinin klinik
evresinin iligkili oldugunu ve IL-10’un hem immiin hiicresel tip yanit1 hem de IL-6 IL-8
iiretebilen ve malignitenin ilerlemesine yol agan ¢ok fonksiyonlu bir sitokin oldugu ve
ilerlemis meme kanseri hastalarinda IL-6, IL-8 ve IL-10 serum konsantrayonunun artmis
oldugunu goérmiiglerdir (Kozlowski vd., 2003).

MILLIPLEX test kiti kullanarak 41 sitokin seviyesini Milliplex Analiz 5.1
kullanarak analiz eden Chen ve digerleri bu deneyler i¢in MDA-MB-231, MCF-7, MCF-
10A, T-47D ve BT-474 hiicre hatlarin1 kullanmistir. Elde ettikleri sonuglar dogrultusunda
MCF-7 igin IL-1p seviyesi <2.770 pg/mL, IL-6 seviyesi <2.280 pg/mL, IL-8 seviyesi
<1.750 pg/mL, IL-10 seviyesi 1.080 pg/mL ve TNF-a seviyesi <2.560 pg/mL olgiiliirken,
MDA-MB-231 i¢in IL-1B seviyesi <2.770 pg/mL, IL-6 seviyesi 4583.250 (+119.634),
pg/mL IL-8 seviyesi 5568.250 (£291.235) pg/mL, IL-10 seviyesi 9.503 (+ 0.792) pg/mL
ve TNF-a seviyesi 7.275 (+0.179) pg/mL olarak Sl¢iilmiistiir (Chen vd., 2019).
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser tedavisi ve siireci hastalar i¢in yipratici bir siire¢ olup, ¢ogunlukla tedavi
sonras1 donemlerde depresyon goriilmektedir. Yapilan arastirmalar meme kanserine
yakalanan hastalarin yaklagik dortte birinde tanidan sonraki donemde depresyon
goriildiiglinii  desteklemektedir. Meme kanseri, diinyada Ozellikle kadinlar arasinda
goriilen ve goriilme siklig1 acisindan degerlendirildiginde en sik karsilasilan ikinci kanser
tiirliini olugturmaktadir.

Depresyonun tedaviyi olumsuz etkileyebilecegine, fiziksel semptomlari
arttirabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Tiim bunlar gz 6niine alindiginda, tedavi
ve sonrasini takip eden donemlerde hastalara antidepresan tedavisinin uygulanmasi
gerekebilmektedir. Yapilan calismalarda bir¢ok antidepresan tiirliniin farkli kanser
tirlerine karsi gostermis oldugu etkiler arastirilmistir. Tez kapsaminda yapmis
oldugumuz bu ¢alismada SSRI grubunda olan essitalopram oksalat’in meme kanseri ko-
kiiltiir modelindeki sitotoksik, apoptotik ve immiinolojik etkilerini aragtirdik.

GR- bakterilerin hiicre duvari bilesini olan LPS’nin monosit ve makrofaj
hiicrelerinde ¢esitli  sitokinlerin  salgilanmasin1  sagladigi yapilan ¢aligmalarla
desteklenmistir. Biz de bu tez ¢alismasinda ko-kiiltiir modeli olusturmak i¢in THP-1 insan
monositik I6semi hiicre hattin1 E.coli LPS’si ile stimiile ederek ¢esitli sitokinlerin (IL-1,
IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a) salgilanmasini sagladik.

Meme kanseri hiicre ko-kiiltiir modelini olugtururken hem ER+ hem de ER- meme
kanseri hiicre hatlarin1 kullanip, farkli 6strojen reseptoriine sahip meme kanseri hiicre
hatlarinin essitalopram oksalata kars1 gostermis olduklar1 etkileri karsilagtirmali olarak
degerlendirdik. Bunun i¢cin ER+ meme kanseri hiicre hatt1 olarak MCF-7 ve ER- meme
kanseri hiicre hatt1 olarak MDA-MB-231 hiicre hattin1 deneylerimizde kullandik.

Yapilan literatiir taramalarinda MDA-MB-231 hiicre hattinin ER-, PR- ve HER2-
olmas1 nedeniyle TNBC olarak adlandirildig1 ve bu nedenle ER+, PR+ ve HER2- meme
kanseri hiicre hatti olan MCF-7’ye oranla ¢ok daha agresif bir yapida oldugu
goriilmektedir. Bu farkliliklarindan yola ¢ikarak tercih ettigimiz iki farklt meme kanseri
hiicre hatt1 ile olusturdugumuz meme kanseri ko-kiiltiir modellerini, hem essitalopram
oksalata hem de pozitif kontrol olarak kullandigimiz tamoksifene karsi vermis olduklari
sitokin yanitlarini karsilastirdik.

Tamoksifenin 6zellikle MCF-7 gibi ER+ yapidaki meme kanseri tiirlerinde tercih

edilen bir kemoterapotik olmasi, MDA-MB-231 gibi ER- hiicrelerin verecegi yaniti

73



degerlendirmek agisindan 6nemli bir tercihti. Bu sayede farkli ostrojen reseptorlerine
sahip meme kanseri hiicre hatlarinin tamoksifene karsi vermis olduklar tepkileri de
degerlendirmis olmaktayiz.

Maddelerin hiicreler lizerindeki sitotoksik etkisini arastirmak i¢in Ooncelikli olarak
MTT testi (MCF-7 ve MDA-MB-231 ig¢in) ve MTS testi (THP-1) kullanilmistir. MTT
testleri MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri i¢in konsantrasyon aralig1 belirlenmesi amacl
yapilmis olup, sitotoksisite sonuglarindan elde ettigimiz 1Cso degerlerini XCELLigence
gercek zamanli hiicre analiz sistemi RTCA DP kullanarak belirledik. MTT ve MTS
deneyleri sirasinda paralelligi korumak i¢in biitlin hiicreler ayn1 konsantrasyon araliginda
maddelerle muamele edilmis, RTCA DP’de ise MTT deney sonuglar1 géz 6niine alinarak
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde uygun ve ayni konsantrasyonlar araliginda deney
kurulmustur.

Elde ettigimiz MTT sonuglarina gére MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri hem
essitalopram oksalat hem de tamoksifen i¢in 125-3.90625 uM araliginda anlamli sonuglar
vermis olup, RTCA DP’de tamoksifen i¢in 125-3.90625 uM araliginda, essitalopram
oksalat i¢in ise 30-7.5 uM konsantrasyon araliginda ¢alisilmistir. RTCA DP ile elde
edilen sonuclar RTCA DP Software 1.2.1 programi tarafindan otomatik olarak
hesaplanmis olup tamoksifen i¢in MCF-7’nin ICso degeri 54.6 uM, essitalopram oksalat
icin ICso degeri ise 13.7 uM olarak bulunmustur. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise
tamoksifenin ICso degeri 58.4 uM ve essitalopram oksalatin ICso degeri 10.9 uM olarak
hesaplanmuistir.

Tamoksifen ve essitalopram oksalat ile yapilan RTCA DP sonuglarina gore,
tamoksifen MCF-7 hiicrelerinde MDA-MB-231 hiicrelerine oranla daha sitotoksik iken,
essitalopram oksalatin MDA-MB-231 hiicrelerinde daha sitotoksik oldugunu gordiik.

MTT testleri ile elde edilen sonuglara gére Hassan ve digerleri tamoksifenin MCF-
7 i¢in ICso degerini 4.509 pg/mL (Hassan vd., 2018), Kamaludin ve digerlerinin yaptig1
caligmalarda 30 uM (Kamaludin vd., 2013), Li ve digerleri 7.29 uM (Li vd., 2018), Mutee
ve digerleri 11.84 pg/mL (Mutee vd., 2012), Seeger ve digerleri 27 uM ve MDA-MB-
231 i¢in 18 uM (Seeger vd., 2003), yine Petinari ve digerleri MCF-7 i¢in 12.59 uM
(Petinari vd., 2004), Rajput ve digerleri MCF-7 i¢in 9.06+0.29 uM ve MDA-MB-231 igin
13.05+£0.91 uM (Rajput vd., 2013), Nigjeh ve digerleri MDA-MB-231 i¢in 8.35+1.41
ug/mL (Nigjeh vd., 2018) olarak bulmustur. Goriildiigii tizere 1Cso degerleri arasinda

farkliliklar bulunmaktadir. Bunun nedeninin hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda deneyleri
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etkileyen hiicre pasaji, kiiltir ve stoklama kosullar1 gibi nedenler oldugunu
diistinmekteyiz. Bizim de her iki hiicre hatt1 i¢in de elde ettigimiz 1Cso degerleri literatiir
de karsilastigimiz sonuglarla paralellik gostermektedir.

Literatiir taramalarinda Xu ve digerlerinin ¢alismalarinda tamoksifenin MCF-7 ile
yapilan RTCA DP calismalarinda 10”7 M konsantrasyonu tedavide énemli bir fark
yaratmazken, daha yiiksek konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerini biiylimesini inhibe
ettigi goriilmistir (Xu vd., 2019). Yetkin doktora tezinde yapmis oldugu RTCA DP
calismasinda, MCF-7 hiicrelerinin tamoksifen i¢in ICso degerinin 22 pM oldugunu
gormiistiir (Yetkin, 2019). Cansaran-Duman ve digerleri ise MDA-MB-231 hiicre hattini
kullanarak yapmis olduklart RTCA DP’de tamoksifenin ICso degerini 1.26E-05M olarak
bulmustur (Cansaran-Duman vd., 2020). xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz
sistemi oldukga giivenilir, saatlik veri iiretebilen ve pahali bir sistemdir. Bu nedenle
literatiirde bu sistem kullanilarak yapilmis deney sonuglarina rastlamak ¢ok miimkiin
olmamaktadir.

Literatiir taramalarinda tamoksifenin diisiik dozlarda etkili oldugu goriilmektedir.
Yapmis oldugumuz ¢aligmada tamoksifenin MCF-7 {izerindeki sitotoksik etkisi MDA-
MB-231’den daha fazladir ve 107 M’dan yiiksek konsantrasyonlarda etkili oldugu
goriilmektedir.

Essitalopram oksalat ile yapilan ¢alismalara bakildiginda, literatirde MCF-7 ile
calismalar bulunmamakla birlikte Arunasree’nin MDA-MB-231 ile yaptig1 bir caligmada
essitalopramin ICso degeri 392.24 uM olarak bulmustur (Arunasree vd., 2010). Elde
edilen bu sonu¢ MTT sitotoksisite testi sonucunda elde edilmis olup, deney sonuglari
anlik olarak degil, 24 saat sonunda degerlendirilmistir. RTCA DP ile yapmis oldugumuz
deneylerde elde ettigimiz sonuclar anlik degerlendirmelerle alinip otomatik olarak
hesaplanan degerler oldugundan, daha kesin sonuc¢lar vermektedir. Essitalopram
oksalat’in meme kanseri hiicre hatlarinda RTCA DP ile elde edilen herhangi bir sonucuna
literatiirde rastlanmamustir.

Yapmis oldugumuz ¢aligmada ICso degerlerini bulmus oldugumuz tamoksifen ve
essitalopram oksalatin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerini
de degerlendirdik. Bunun igin AnnexinV-PI boyalarin1 ve akis sitometri cihazini
kullandik. Elde ettigimiz sonuglar1 canli, nekroz, erken ve gec¢ apoptoz (apoptotik
hiicreler) olarak degerlendirdik. Buna goére tamoksifenin MCF-7 i¢in ICso degerinin

apoptotik etkileri canli, nekroz ve apoptoz sirastyla %62.0, %5.1 ve %23, MDA-MB-231
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icin ICso degerinin apoptotik etkileri ise yine sirayla %63.7, %4.5 ve %31.9’dur. MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicreleri karsilagtirildiginda, kontrol gruplarina gore canli hiicre ve
nekrotik hiicreler bakimindan hemen hemen ayni iken, apoptotik hiicreler MDA-MB-
231°de 1.7 kat daha fazladur.

Essitalopram oksalat ile yapilan apoptoz deneyinde ise canli, nekroz ve apoptotik
hiicre ylizdeleri MCF-7 hiicreleri i¢in sirastyla %82.5, %4.7 ve % 13.5’dir. MDA-MB-
231 i¢in ise sirasiyla %89.6, %8.2 ve %2.2’dir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri
karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore canli hiicreler hemen hemen ayni olup
nekrotik hiicreler MDA-MB-231 hiicrelerinde MCF-7 hiicrelerine gore 2.2 kat fazla ve
apoptotik hiicreler ise MCF-7"de MDA-MB-231’¢ gore 2.5 kat daha fazladir.

Tamoksifenin her iki hiicrede de nekrotik etkileri (MCF-7 1.4 kat, MDA-MB-231
1.6 kat) ¢ok yiiksek olmayip, apoptotik etkileri MCF-7’de kontroliin 5.9 kat1 ve MDA-
MB-231’de 10.3 katidir. Essitalopram oksalat ise MCF-7 hiicrelerindeki nekrotik etkileri
(1.3 kat) yiiksek olmayip MDA-MB-231"de kontroliin 2.8 kati kadardir. Apoptotik
etkileri ise MCF-7"de kontroliin 2.5 kat1 ve MDA-MB-231’de 1.4 kat1 kadardir. Bu
sonuglara baktigimizda essitalopram oksalatin nekrotik etkileri MCF-7 hiicrelerinde
tamoksifen ile benzerken, MDA-MB-231 hiicrelerinde tamoksifene oranla daha fazladir.
Apoptotik etkileri ise MCF-7 ve MDA-MB-231"de tamoksifen kadar etkili degildir.

Nekroz, hiicrelerin par¢alanmasi ve membran lipitlerinin ortama sac¢ilmasi sonucu
inflamatuar etkiye sebep olmasi nedeniyle olmasini istemedigimiz bir durumdur.
Apoptozda ise hiicreler kiigiilerek programli bir sekilde 6liir ve bu sayede ortama
membran lipitleri sagilmaz ya da inflamatuar yanit olugsmaz.

Literatiir taramalarinda Mutee ve digerlerinin yapmis oldugu ¢alismada tamoksifen
ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerindeki apoptotik etki canli, nekroz/ge¢ apoptoz ve
erken apoptoz etkileri sirasiyla %52.2, %5.5 ve %41.3 seklindedir (Mutee vd., 2012).
Yaacob ve digerlerinin yaptig1 calismada 24 saat 2.5 uM tamoksifen ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinde %27 ve 48 saat sonunda ise %40 apoptoz goriilmiistiir. MDA-MB-
231 hiicrelerinde ise 2.5 pM tamoksifenin yaklasik %11 ve 5 uM tamoksifenin ise %25’e
kadar apoptozu indiikledigi goriilmiistir (Yaacob vd., 2014). Zhang ve digerlerinin
yaptig1 calismalarda 10® M tamoksifenden fazla uygulanan tamoksifenin MCF-7
hiicrelerinde apoptotik etkiye sahip oldugu, zamana ve konsantrasyona bagli olarak
tamoksifenin apoptozu indiikledigi bulunmustur (Zhang vd., 1999). Salami ve Karami-

Tehrani’ye gére MCF-7 hiicrelerinde tamoksifen ile muamelede apoptotik etki 24 saatte
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pik degerine ulagmaktadir (Salami ve Karami-Tehrani, 2003). Literatiir taramalarinda
tamoksifenin zamana ve konsantrasyona bagli olarak apoptotik etkiyi indiikledigi, yapilan
caligmalarla desteklenmektedir. Bunun yaninda yapilan ¢alismalarda tamoksifenin
apoptotik etkilerinin yiliksek oldugu goriilmektedir. Yapmis oldugumuz ¢aligmada MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan tamoksifen miktar1 (ICso) apoptotik etki
gostermis olup, nekrotik etkisi yliksek degildir.

Olusturdugumuz ko-kiiltiir modelinde 6ncelikli olarak THP-1 hiicreleri LPS ile
stimiile edilmis ve farkli sitokinlerin ortama salinmasi saglanmistir. Yapilan deneyde
THP-1 hiicreleri kontrol grubu %3.8 IL-18, %7.7 IL-6, %14.2 IL-8, %9.7 IL-10 ve %12.7
TNF-a salgilamistir. 100 ng/mL LPS ile stimiile edildikten sonra IL-1f 11.2 kat artarak
%42.4’¢, IL-6 2.6 kat artarak %20.1°e, IL-8 3.1 kat artarak %44.4’e, IL-10 2.3 kat artarak
%22.1°e ve TNF- a 2.4 kat artarak %30.9’a ytikselmistir.

Literatiir taramalarinda THP-1 hiicrelerini LPS ile stimiille eden Chanput ve
digerleri da IL-1P, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a seviyelerine bakmis, sonu¢ olarak IL-8
seviyesinin ¢arpict derecede yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bunun yaninda, TNF-a ve
IL-10 disindaki sitokinlerin inkiibasyon siiresi boyunca birikmeye devam ettigini
kaydetmislerdir (Chanput vd., 2010). Bu verilere bakildiginda, kontrol grubuna kiyasla
en fazla salgilanan sitokin IL-1p olmustur ve diger biitlin sitokinlerin salgilanmas1 LPS
stimiilasyonu sonrasinda artmistir.

MCF-7 hiicreleri kontrol grubu IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a’y1 sirasiyla
%6.2, %18.5, %20.2, %11.0 ve %19.9 salgilarken ko-kiiltiir modeli kontrol %10.4,
%10.3, %56.1, %33.3 ve %44.2 olarak salgilamistir. Bu verilere gore IL-6 disindaki
biitiin sitokinler ko-kiiltiir modelinde artis gostermektedir. Tamoksifenin ICso degeri ile
muamele edilen MCF-7 ko-kiiltiir modelinde ise sitokinler sirastyla %5.9, %19.2, %18.7,
%12.6 ve %21.1 seklinde degismistir. Burada da gorildiigii iizere IL-6 disindaki
sitokinler tamoksifen ile muamele edildikten sonra daha az salgilanmistir. Essitalopram
oksalat ICso degeri ile muamele edilen MCF-7 ko-kiiltiir modelinde ise sitokinler sirasiyla
%2.8, %11.1, %15.6, %10.6 ve %12.1 olarak Olciilmiistiir. Ko-kiiltiir kontrol grubuna
gore IL-6 disindaki sitokinlerde azalma s6z konusudur.

MCF-7 ko-kiiltiir modelinde essitalopram oksalat ve tamoksifeni karsilagtirdigimiz
zaman tamoksifen IL-1p’nin salgilanmasini 1.76 kat azaltirken essitalopram oksalat 3.71
kat azaltmistir. IL-6 seviyesi ise tamoksifen ile muamele edildikten sonra 1.86 kat

artarken essitalopram oksalat ile muamele edildikten sonra 1.07 kat artmigstir. IL-8
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seviyesi tamoksifen ile tedaviden sonra 3 kat azalirken essitalopram ile tedaviden sonra
3.59 kat azalmistir. IL-10 seviyesi tamoksifen ile muameleden sonra 2.64 kat ve
essitalopram oksalat ile muameleden sonra 3.14 kat azalmistir. TNF-a seviyesi ise
tamoksifenden sonra 2.09 kat azalirken essitalopram oksalat ile muameleden sonra 3.65
kat azalmistir. Tiim bu verilere bakildiginda MCF-7 hiicrelerinde essitalopram oksalatin
tamoksifene oranla IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a’y1 daha iyi inhibe ettigi yani anti-
inflamatuar etki gosterdigi goriilmektedir.

MDA-MB-231 hiicreleri kontrol grubu IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a’y1
strastyla %4.2, %6.4, %17.9, %6.3 ve %7.4 salgilarken ko-kiiltiir modeli kontrol %18.1,
%9.4, %66.7, %31.5 ve %48.6 olarak salgilamistir. Bu verilere gore biitiin sitokinler ko-
kiiltiir modelinde artis gostermektedir. Tamoksifenin ICso degeri ile muamele edilen
MDA-MB-231 ko-kiiltlir modelinde ise sitokinler sirasiyla %4.9, %13.8, %16.3, %10.3
ve %24.0 seklinde degismistir. Goriildiigii tizere IL-6 disindaki sitokinler tamoksifen ile
muamele edildikten sonra daha az salgilanmistir. Essitalopram oksalat ICso degeri ile
muamele edilen MDA-MB-231 ko-kiiltiir modelinde ise sitokinler sirastyla %2.1, %15.9,
%16.2, %8.8 ve %11.8 olmustur. Ko-kiiltiir kontrol grubuna goére IL-6 disindaki
sitokinlerde yine azalma s6z konusudur.

MDA-MB-231 ko-kiiltir modelinde essitalopram oksalat ve tamoksifeni
karsilastirdigimiz zaman tamoksifen IL-1P’nin salgilanmasini 3.7 kat azaltirken
essitalopram oksalat 8.61 kat azaltmistir. IL-6 seviyesi ise tamoksifen ile muamele
edildikten sonra 1.46 kat artarken essitalopram oksalat ile muamele edildikten sonra 1.7
kat artmistir. IL-8 seviyesi tamoksifen ile tedaviden sonra 4.09 kat azalirken essitalopram
ile tedaviden sonra 4.11 kat azalmistir. IL-10 seviyesi tamoksifen ile muameleden sonra
3.05 kat ve essitalopram oksalat ile muameleden sonra 3.57 kat azalmigtir. TNF-a
seviyesi ise tamoksifenden sonra 2.03 kat azalirken essitalopram oksalat ile muameleden
sonra 4.11 kat azalmistir. Tiim bu verilere bakildiginda MDA-MB-231 hiicrelerinde
essitalopram oksalatin tamoksifene oranla IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a’y1 daha 1yi
inhibe ettigi yani anti-inflamatuar etki gdsterdigi goriilmektedir.

Literatiire bakildiginda IL-1P aktivitesi bloke edildikten sonra MCF-7 ve MDA-
MB-231-1V hiicrelerinde IL-1p konsantrasyonu azalmig, TNF-a konsantrasyonu 4 saat
sonra azalmig ve tekrar taban c¢izgisine geri donmiis, IL-6’da ise bir degisim
gbzlenmemistir (Holen vd., 2016). Burada IL-1p’nin meme kanseri hiicrelerinde IL-6 ve

TNF-a konsantrasyonlarini etkilemedigi goriilmektedir. Bunun yaninda MSC’lerin MCF-
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7 ve MDA-MB-231 {izerine etkilerini inceleyen Sasser ve digerleri MCF-7"de IL-6
seviyesi saptamazken MDA-MB-231"de IL-6 seviyelerini 6lgmiistiir. Sasser ve digerleri
yaptiklar1 ¢calismada IL-6nin tek basina hiicre biiylimesini arttirdigini ancak 100 pg/mL
ya da altindaki IL-6’nin biiylimeyi etkilemedigini bulmustur (Sasser vd., 2007). MCF-7
hiicrelerini SCM’de IL-6 ya da IL-8 ile isleme tabii tutan Ortiz-Montero ve digerleri
yaptiklar1 ¢aligsmalar sonunda hem SCM’de gelistirilen hem de gelistiriimeyen MCF-7
hiicrelerinin slipernatanlarindan IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-o miktarlarin1 6l¢miis
ve IL-6 ile IL-8’in olduk¢a zengin oldugunu gdérmiislerdir (Ortiz-Montero vd., 2017).
Derin ve digerleri yaptiklari ¢aligmalarda kemoterapi goren hastalarda IL-8 diizeylerinin
metastatik olan hastalarda daha yiiksek oldugunu o6lgmiislerdir (Derin vd., 2007).
Kozlowski ve digerlerinin yaptig1 ¢alismalarda ise IL-6, IL-8 ve IL-10’un yiiksekligi ile
meme kanserinin klinik evresi ile iliskili oldugunu gérmiislerdir. Bunun yaninda IL-10’un
hem immiin hiicresel tip yanit iirettigini hem de IL-6 ve IL-8 {iireterek malignitenin
ilerlemesine yol agabilecegi sonucuna ulasmislardir (Kozlowski vd., 2003). Chen ve
digerlerinin yapmis oldugu calismada ise MCF-7 hiicrelerinde en fazla IL-6 seviyesi
Olciiliirken MDA-MB-231"de ise en fazla IL-8 seviyesi dl¢iilmiistiir (Chen vd., 2019).

Tiimorleri IL-1p iireten hastalarin genelde daha kotii prognoza sahip oldugu ve
meme kanseri hastalarinda yiiksek oranda niiks ile korelasyon gosterdigi literatiirde
gecmektedir. Yapilan caligmalarda IL-1B ve TNF-a iiretiminin bloke edilmesinin timori
besleyen kan damalarinin gelisimini engelledigi ve bu sayede de tiimér gelisiminin
engellendigine dair veriler bulunmaktadir.

Yapmis oldugumuz ko-kiiltiir calismasinda tamoksifen ve essitalopram oksalat hem
MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde IL-1B salgilanmasini azaltmistir, ancak
essitalopram oksalat IL-1P seviyesini tamoksifene oranla ¢ok daha yiiksek oranda
azaltmistir.

IL-6’nin tiimdr biiyiimesini destekledigi ve IL-1f ile birlikte Ostrojen iiretimi
yoluyla meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigi hipotezi 6ne siiriilmiistiir.
Ancak yapilan ¢aligmalarda ER+ hiicrelerde ER- hiicrelere oranla daha az IL-6 oldugu
goriilmiistiir. Bunun yaninda IL-6’nin hiicrelerde yaglanmaya neden olarak EMT’yi ve bu
sayede metastazi indiikledigi goriilmistiir. IL-6 kanser hiicrelerinin daha agresif bir
yapiya biirinmesini saglamaktadir. Yapilan ¢caligmalarda bunu destekleyen bazi sonuglar

bulunmaktadir. Bunlardan biri de MCF-7 hiicrelerinin yaslanma kosullu ortamda daha
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agresif bir ozellikler gostermesi ve MCF-7 hiicrelerinin bu ortamda salgiladigi IL-6
seviyesinin artmasidir.

Yapmis oldugumuz deneylerde tamoksifen ve essitalopram oksalat ile hiicrelerin
tedavisinden sonra ortamdaki IL-6 seviyesinde bir azalma goriilmemistir, aksine
tamoksifen essitalopram oksalata oranla daha yiiksek oranda IL-6 salgilanmasina sebep
olmustur.

LPS ile stimiile olmus hiicresel yapilar tarafindan {iretilen IL-8, tlimorlerde
damarlanmay1 indiikleyen bir molekiildiir ve bu nedenle tiimérii tesvik edici 6zelligi
bulunmaktadir. Cogunlukla ER ve HER2 ekspresyonu ile belirlenen meme kanserlerinde
rol oynayan IL-8, yiliksek oranda eksprese edilir ve ER+/- her iki meme kanserinde de
metastazi arttirmaktadir. Diger yandan MCF-7 gibi diisiik seviyede HER2 eksprese eden
meme kanserlerinde, HER2’nin yeniden ekspresyonu daha yiiksek IL-8 ekspresyonuna
sebep olabilmektedir. Yapilan calismalar meme kanserinin klinik evrelerinde IL-8
seviyesinin daha yliksek oldugunu gostermektedir.

Yaptigimiz ko-kiiltiir calismasinda hem tamoksifen hem de essitalopram oksalat
IL-8 seviyesinin azalmasin1 saglamistir. Essitalopram oksalatin etkisi tamoksifene gore
daha etkili goriinse de aradaki fark cok fazla degildir.

Hiicresel bagisikligin kontrol edilmesinde gorevli olan IL-10 meme kanserinde
bagisikligin baskilanmasinda rol oynamakla birlikte anti-tiimor yanit olusturulmasinda da
rol oynayabilmektedir. Meme kanseri hastalarinda siklikla artmig IL-10 seviyesi tespit
edilmektedir ve yiiksek seviyedeki IL-10, IL-6’y1 baskilayarak tiimdr biiytimesini inhibe
edebilmektedir. Ancak daha yiiksek seviyelerdeki IL-10 kotii prognozla iliskilidir.
Literatiirde ER+ tlimorlere kiyasla ER- tiimorlerde IL-10’un daha fazla eksprese edildigi
ve PR+ hastalarda IL-10 seviyesinin daha az oldugu belirtilmektedir.

Deney sonuglarina gore tamoksifen ve essitalopram oksalat IL-10 seviyelerini her
iki hiicrede de azaltmustir.

Gogiis tiimorlerinde yliksek oranda eksprese edilen TNF-o LPS’ye yanit olarak
timor hiicreleri tarafindan serbest birakilmaktadir. TNF-o’nin inhibisyonu kimyasal
olarak indiiklenen meme tiimor olusumuna kars1 koruyucudur. Literatiire gore; TNF-a
timoriin  biiyiimesini  desteklemektedir, ancak meme kanseri hiicreleri arasinda

farkliliklar gosterdigine dair veriler de bulunmaktadir.
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Yaptigimiz ko-kiiltiir calismasinda hem tamoksifen hem de essitalopram oksalat
TNF-a seviyesini azaltmistir. Bu durum essitalopram oksalatta daha yiiksek oranda
gerceklesmistir.

Biitiin bu literatiir bilgilerine ve sonuglara bakildiginda yapmis oldugumuz deney
sonugclari literatiirle desteklenmektedir. Ancak IL-6 seviyelerinin madde uygulamasindan
sonra hala yiiksek olmasi literatiir ile uyusmamaktadir.

Sonug olarak essitalopram oksalatin iki farklt meme kanseri ko-kiiltiir modelindeki
etkilerini inceledik ve elde ettigimiz sonuglara gore essitalopram oksalat hem MCF-7 hem
de MDA-MB-231 i¢in tamoksifenden daha sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu bulduk.
Bunun yaninda apoptotik etkilere bakildiginda essitalopram oksalatin nekrotik etkileri
tamoksifene oranla daha fazla olup, apoptotik etkilerinin daha diisiik oldugunu
gbzlemledik. Nekroza ugrayan hiicrelerin inflamatuar yanit olusturmasi istenilen bir
durum olmayip, apoptozun az olmasi essitalopram oksalatin tamoksifen kadar etkili bir
ilag olmadigimi gostermektedir. Bunun yaninda ko-kiltiir modeli ile baktigimiz immiin
sistem yanitlar1 (IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a) essitalopram oksalatta daha 1yi
sonuclar vermistir. Bununla birlikte essitalopram oksalata maruz birakilan MCF-7
hiicrelerindeki sitokin seviyeleri MDA-MB-231’¢ oranla daha diisiik 6l¢iilmiistiir. Bunun
nedeni MDA-MB-231 hiicrelerinde nekrozdan kaynakli inflamatuar yanit olugmus
olmas1 olabilecegi gibi, essitalopram oksalatin ortamda olusturdugu immiin yanitta
olabilir. Yine de biitlin bu veriler dogrultusunda essitalopram oksalatin meme kanseri
hastalarinda (ER+/-) benzer etkiler gosterdigi soylenebilir.

Bu tez kapsaminda yapilan deneylerde meme kanseri tedavisi sirasinda siklikla
tercih edilen bir antidepresan olan essitalopram oksalatin MCF-7 ve MDA-MB-231
sitotoksik, apoptotik ve immiinolojik etkilerini arastirdik. Literatiirde essitalopram
oksalatin MCF-7 ve MDA-MB-231 iizerindeki etkilerine dair yeterli veri
bulunmamaktadir. Bu nedenle essitalopram oksalatin etkilerine dair daha fazla ¢aligmanin
yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle bu tezin SSRI mekanizmasina sahip essitalopram

oksalatin meme kanseri lizerindeki etkilerine dair katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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