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Kanser, kiiresel Olcekte en yaygin ve Oliimciil hastaliklarin basinda gelmektedir.
Kadinlarda en yaygin tiirii olan meme kanseri, kansere bagli 6liimlerde ilk sirada yer alir.
Bu hastaligin alt tiplerinden biri olan iiclii negatif meme kanseri, yiiksek agresifligi,
metastatik &zellikleri ve kotii prognozu ile dne ¢ikmaktadir. ilag calismalarinda serin-
treonin kinaz proteinlerinin inhibisyonu yenilik¢i bir yaklagim olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Bu kapsamda, kanser hiicrelerinde siklin bagiml kinaz 4/6 (CDK-4/6) proteinini inhibe
ederek hiicre dongiisiinii durduran Abemaciclib, hiicre donglisiinii durdurarak tiimor

hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasini engelleyebilmektedir.



Kanser arastirmalarinda etik kisitlamalar insanlar {izerinde c¢alisma yapmayi1
kisitlamaktadir; hayvan deneyleri ise insan fizyolojisini tam olarak yansitmayabilir. Bu
nedenle, tiimor dokularin1 daha gergeke¢i bicimde taklit eden 3 boyutlu (3B) hiicre
kiilttirleri giderek dnem kazanmaktadir. Hiicrelerin iskelesiz bir ortamda kendi kendine
organize olmast ile olugan Sferoid denilen bu 3B yapilar, kanser olusum mekanizmalarini

anlamak ve ilag testlerini gelistirmede yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda, ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 kullanilarak
3B Petri Dish® yontemiyle sferoidler olusturulmustur. Ardindan, CDK-4/6’nin secici
inhibitorii olan Abemaciclib’in etkileri Doksorubisin pozitif kontrol olarak kullanilarak
karsilagtirmali bir sekilde degerlendirilmistir. Abemaciclib 10, 20 ve 25 uM ile
Doksurubisin ise 5, 10 ve 20 uM olarak hiicrelere uygulanmis ve 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS) ile hiicrelere kars1
ilaglarin sitotoksik etkileri dl¢iilmiistiir. Hiicre iskeleti ve hiicreler aras1 baglantilardaki
degisiklikleri incelemek icin Epitelyal-kaderin (E-kaderin) ve Fibroz-aktin (F-aktin)
immiinofloresan boyamalar1 yapilmistir. Son asamada, hiicre dongiisii akis sitometrisiyle
analiz edilerek hiicresel 6liim yolaklar1 arastirilmistir. Calisma bulgulari, 3B sferoidlerin,
2 boyutlu (2B) hiicre kiiltiirlerine gére Abemaciclib’e daha yiiksek diren¢ gosterdigini
ortaya koymustur. Fibroz-aktin boyamada, hiicre iskeletinde ve baglantilarinda yapisal
degisiklikleri dogrulanmis, Epitelyal-kaderin ifadesindeki degisikliklere bagli olarak
boyanma olmamustir. Hiicre dongiisli analizi sonuglar1 Abemaciclibin, MDA-MB-231
hiicrelerinde hiicre dongiisiinii farkli dozlarda hem GO0/G1 hem de G2/M fazlarinda
durdurarak kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini azalttigin1 gdstermistir. Sonug olarak, bu
calisma, 3B hiicre kiiltiirlerinin {i¢lii negatif meme kanseri (TNBC) gibi agresif kanser
modellerinde ila¢ etkilerini daha gercekei bir sekilde degerlendirme imkani sundugunu

ve Abemaciclib’in TNBC tedavisinde potansiyel bir ajan oldugunu vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Abemaciclib, MDA-MB-231, Meme kanseri, Sferoid, 3B Petri
Dish®
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Cancer remains one of the most prevalent and lethal diseases worldwide. Breast cancer—
the most common malignancy in women—also ranks first in cancer-related mortality.
Among its subtypes, triple-negative breast cancer (TNBC) stands out for its pronounced
aggressiveness, metastatic potential, and poor prognosis. Inhibiting serine/threonine
kinases has emerged as an innovative drug-development strategy; in this context,
Abemaciclib, a selective cyclin-dependent kinase 4/6 (CDK-4/6) inhibitor, halts the cell

cycle and can curb the uncontrolled proliferation of tumour cells.

il



Because ethical constraints limit human studies and animal models do not fully
recapitulate human physiology, three-dimensional (3D) cell-culture systems that better
mimic tumour tissue are gaining importance. Spheroids—3D aggregates formed by self-
organization of cells in a scaffold-free environment—are now widely used to elucidate

oncogenic mechanisms and to improve drug screening.

In this thesis, spheroids of the triple-negative breast cancer (TNBC) cell line MDA-MB-
231 were generated using the 3D Petri Dish® method. The effects of Abemaciclib, a
selective CDK-4/6 inhibitor, were then compared with those of the positive control
Doxorubicin. Abemaciclib was applied at 10, 20 and 25 uM, while Doxorubicin was
administered at 5, 10 and 20 uM, and the cytotoxic effects of the drugs against the cells
were measured with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) assay. Immunofluorescence staining for E-cadherin
and filamentous actin (F-actin) was performed to assess changes in the cytoskeleton and
cell—cell junctions. Finally, cellular death pathways were explored by analyzing the cell
cycle via flow cytometry. The results showed that 3D spheroids exhibited greater
resistance to Abemaciclib than conventional two-dimensional (2D) cultures. F-actin
staining confirmed structural changes in the cytoskeleton and intercellular contacts, while
E-cadherin expression was absent, reflecting the diminished expression of this junctional
protein. Cell-cycle analysis revealed that Abemaciclib reduced uncontrolled proliferation
of MDA-MB-231 cells by arresting them in both GO/G1 and G2/M phases in a dose-
dependent manner. Overall, this study demonstrates that 3D cell-culture models provide
a more realistic platform for evaluating drug responses in aggressive cancers such as

TNBC and highlights Abemaciclib as a promising therapeutic candidate for TNBC.

Keywords: Abemaciclib, MDA-MB-231, Breast cancer, Spheroid, 3D Petri Dish®
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1. GIRIS

Kanser diinya genelinde en yaygin hastaliklardan biri olup 6liim ile sonuglanan baslica
saglik sorunlar1 arasinda yer almaktadir. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme
kanseri kanser kaynakli Oliimlerin de basinda gelmektedir. Meme kanserinin alt
tiplerinden olan tglii negatif meme kanseri (TNBC), agresif seyri ve metastaz yapma
ozelligi ile bilinmektedir. Bu alt tip digerlerinin aksine herhangi bir reseptor ifadesi
tastmamaktadir. Bu durum hormon tedavisi ve reseptor hedefli tedaviler gibi standart
yaklagimlar bu alt tipte yetersiz kalarak klinik olarak bir zorluga neden olmaktadir. Bu
nedenle, bu kanser tiirline kars1 yenilik¢i tedavi stratejileri gelistirilmesi biiyiik bir 6nem

tasimaktadir.

Serin-treonin kinaz ailesi, hiicre profilerasyonu ve sinyal iletimini kontrol eden teme
proteinler arasinda yer almaktadir. Bu proteinlerin inhibisyonu, kanser tedavisinde hedefe
yonelik yeni yaklagimlarin ve tedavilerin gelistirilmesinde 6ne ¢ikar. Hiicre dongiisiiniin
strdiiriilmesi ve RNA transkripsiyonunun diizenlenmesinde kilit rol oynayan siklin-
bagiml kinaz 4/6 (CDK4/6) inhibitorii olan Abemaciclib, hiicre dongiisiinii durdurarak
kontrolsiiz proliferasyonu engellemektedir. Son yillarda gelistirilen pek ¢ok CDK-4/6

inhibitdriiniin, benzer ilaglara kiyasla daha az yan etkiye sahip oldugu bildirilmektedir.

Kanser arastirmalarinda, insan denekler iizerindeki etik sinirlamalar ve hayvan
deneylerinde kullanilan modellerin insan fizyolojisini tam olarak yansitamamasi
nedeniyle in vitro modeller siklikla tercih edilmektedir. Ancak geleneksel 2 boyutlu (2B)
modeller yapilar1 sebebiyle tiimor mikro ¢evresinin 3 boyutlu (3B) ortamini ve hiicre
matriks etkilesimlerini yeteri kadar yansitamamasi sebebiyle, in vivo kosullar1 basaril bir
sekilde taklit edebilen 3B hiicre kiiltiir sistemleri 6nem kazanmaktadir. Bu sistemlerde
olusturulan sferoidler, iskelesiz bir ortamda organize olan hiicre kiimeleri olarak
tanimlanmakta olup son yillarda hem kanser olusum mekanizmalarin1 daha iyi anlamada

hem de yeni ilaglarin gelistirilmesinde gii¢lii bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.

Tez calismasi, TNBC model hiicre hatt1 olan MDA-MB-231 kullanilarak, hiicre iskeleti
ve proliferasyon mekanizmalarmi incelemek iizere tasarlanmustir. Ozellikle, CDK4/6
inhibitorlerinden biri olan Abemaciclib'in, 2B ve 3B kiiltiirlerdeki sitotoksik etkileri

arastirllmistir. Calisma boyunca ii¢ boyutlu Petri Dish® yontemiyle MDA-MB-231



sferoidleri literatiirde ilk kez basarili bir sekilde olusturulmus ve sferoidlerin hiicre
mimarisi, ilag¢ etkisine verdigi yanitlar ve direng mekanizmalar1 detayli bir sekilde analiz
edilmigtir. BoOylece calisma, 3B Petri Dish® yontemi ile olusturulan sferoidlerde
TNBC’ye 6zgii farmakodinamik yanitlar1 nicel olarak raporlayan ilk kapsamli veri setini
literatlire kazandirmaktadir. Bu yoniiyle ¢aligma, Abemaciclib'in TNBC gibi agresif
kanser tiirlerinin tedavisindeki potansiyeline dair degerli ve yeni veriler sunarak,

gelecekte gelistirilecek ¢esitli tedavi stratejilerine dnemli bir temel olusturacaktur.



2. GENELBILGILER

2.1. Kanser

2.1.1. Kanser ve Temel Ozellikleri

Kanser, cesitli faktorler sebebiyle saglikli bir hiicrenin genetik materyalinde hasarlarin
meydana gelmesi ve bu hasarlarin birikmesi sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasina ve tiimor olusumuna yol acan bir hastaliktir (Gautam ve ark., 2014). Saglhkh
bir hiicrenin kanser hiicresine donilismesi tiimor olarak isimlendirilip bu doéniisiimde
kalitim, beslenme, sigara ve alkol kullanimi, karsinojenler, radyasyon, patojenler gibi
cesitli faktorler etkilidir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Bu faktorler hiicrenin genetik
yapisint bozarak, hiicrenin zaman i¢inde mutasyon biriktirmesine sebep olmaktadir.
Biriken mutasyonlar hiicrede dongiisiinde yer alan proteinler ve genlerin ifade diizeylerini
degistirerek hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasina neden olmakta ve bu siireg

hiicrenin timoére doniismesiyle sonuclanmaktadir.

Bir kanser hiicresinin en temel Ozelliklerini Hanahan ve Weinberg sekiz maddede

siralamislardir. Bunlar sirasi ile;

a. Hiicre boliinmesine neden olan sinyallerin siirdiiriilmesi; Kanser hiicreleri,
hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan sinyallerin ekspresyonunu arttirabilirler veya ¢ekirdek
zarindaki reseptorlerin  ¢ogalmasini saglayarak niikleusa siirekli boliinme sinyali
gondermektedirler. Bir bagka yontem ise hiicre proliferasyonunu durduran geribildirim
sitemlerini bozmak suretiyle hiicre boliinmesini siirdiirmektir.

b. Biiyiime baskilayicilarindan kacis; Mutasyon veya kontak inhibisyonun kaybi
ile tiimor baskilayict genlerde biiylime baskilayicilar ortadan kalkmaktadir.

c. Invazyonun ve metastazin aktiflestirilmesi; E-kaderinler hiicrelerin birbirlerine
temas etmesi halinde biiylimelerini durdurmaktadir. Bu proteinlerin ifadesinden yoksun
olan hiicreler birbirlerine temas ettikten sonra hiicreler bilylimeye devam etmektedir.
Ayrica sitosol isleyisindeki aksakliklar da hiicrelerin kontak inhibisyon durumunu
kaybedip yayilmalarini saglamaktadir (Akay., 2012).

d. Bilyiime temelli o6liimsiizliik; Kanserli hiicreler ve kok hiicrelerde telomer
aktivitesi devam etmektedir. Bu da hiicrelerin siirekli boliinmesini saglamaktadir.

e. Anjiyogenezin indiiklenmesi; Kanser hiicrelerinin yiiksek metabolik aktiviteleri

icin oksijen ve besine ihtiyaglar1 bulunmaktadir. Bu nedenle yeni kan damarlari
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olusumunu (anjiyogenez) tetikleyerek dolasim sistemine baglanarak tlimoriin biiyiimesini
stirdiirmektedirler.

f. Hiicre oliimiine direncin kazanilmasi; Kanserli hiicrelerde timor baskilayici
genler ve DNA onarim mekanizmalar1 hasar gérdiigi i¢in hiicre 6liim mekanizmalari
tetiklenememektedir. Bu durum, hasarli hiicrelerin yasamin1 devam ettirmesine yol
acmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2000).

g. Metabolizmanin yeniden programlanmasi; Kanser hiicreleri genellikle saglikli
hiicrelerin  kullandig1 oksidatif fosforilasyon yerine aerobik glikoliz ydntemini
kullanmaktadirlar. Boylece kanser hiicreleri glikozu hizlica laktata doniistiirerek gerekli
metabolik yapitaslarini hizlica elde etmektedir. Ayrica kanser hiicreleri glikoza ek
glutamin gibi ek enerji kaynaklarin1 da kullanabilmektedirler. Boylelikle tiimorler hizlica
bliyiiyiip geliserek yayilimlarini arttirirlar.

h. Bagisikhiktan kagis; Kanser hiicreleri, bagisiklik sisteminden kagmak i¢in PD-
L1 iretimi, bagisiklik baskilayict hiicrelerin artist ve antijen kaybi gibi stratejiler
kullanarak bagisiklik hiicrelerinin onlar1 taniyip yok etmesini engellemektedir. Bu
mekanizmalar, tiimor mikrogevresini bagisiklik yanitim1 baskilayan bir ortam haline

getirmekte ve kanserin ilerlemesine katkida bulunmaktadir (Hanahan, 2022).

Beslenme aligskanliklarindaki degisiklikler, tiitiin ve alkol kullanimi, kronik hastalik ve
enfeksiyonlar, radyasyon ve kimyasallara gereginden fazla maruz kalma, kisilerin yasam
tarzi veya cevre kirliligindeki degisiklikler kiiresel ¢apta kanser vakalarinin artmasinda
etkili olmaktadir (Gautam ve ark., 2014). 2020 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirmalari
Ajansi’nin (IARC) yayinladig1 raporda, diinya genelinde yeni tanimlanan kanser vakasi
19,3 milyon olup kansere bagli 6liim ise 10 milyon olarak bildirilmistir. Ayrica her bes
kisiden birinin kansere yakalandigi bildirilmistir. En 6liimciil kanser tiirleri akciger,
meme, karaciger, mide, kolorektal ve prostat olarak siralanmaktadir (Wild, Weiderpass
ve Stewart, 2020). Kanser vakalarinin ontimiizdeki yirmi yilda %70 oraninda artacagi
ongoriisti, onlimiizdeki yillarda yeni ve etkili kemoterapik ilaglara duyulan ihtiyact

desteklemektedir (Blowman ve ark., 2018).

2.2. Meme Kanseri

Kadinlardaki en yaygin kanser tiirlerinden biri olan meme kanseri, diinya genelinde

kansere bagl 6liimlerde en iist siralarda yer almaktadir (Parl, 2014). Yasin ilerlemesine



bagli olarak meme kanserinin goriilme siklig1 artmakla birlikte erken tani ve tedavi
sayesinde 6liim orani diisebilmektedir. Ancak metastaz yapan meme kanseri vakalarinda
kanser kaynakli oliimlerin yaklagik %15’ini olusturmaktadir (Ferlay ve ark., 2015;
Greaney ve ark., 2015).

Epidemiyolojik veriler, meme kanseri insidansinin cografi bolge, sosyoekonomik diizey
ve yasam tarzi gibi farkli etkenlere bagli olarak degistigini gostermektedir. Kuzey
Amerika ve Bat1 Avrupa gibi gelismis bolgelerde bu kanser tiiriine daha sik rastlanirken,
Asya ve Afrika’daki gelismekte olan iilkelerde ise goriilme siklig1 nispeten daha diisiiktiir
(Denizgil ve Ipeksénmez, 2015). Son yayimlanan Diinya Kanser Raporu’nda (2020), her
yil yaklasik 2,1 milyon yeni meme kanseri vakasinin ortaya ¢iktig1 ve 627 bin meme
kanseri kaynakli olimiin gerceklestigi belirtilmektedir (Wild, Weiderpass ve B.W.
Stewart, 2020).

Meme kanseri, siit bezlerinin bulundugu yag ve fibroz dokularin olusturdugu glandiiler
kanallardan veya meme dokuya ait lobiillerden kaynaklanmaktadir (Benson ve ark.,
2009). Bu yapilardaki hiicrelerin anormal proliferasyon gostermesi ve gesitli kanserojen
faktorlerle uyarilmasi, primer tiimorlerin olusum siirecini baglatmaktadir (Sekil 2.1).
Hiicrelerin genetik ve epigenetik degisiklikler biriktirmesi sonucunda olusan timor
mikrogevresi, tiimoriin invaziv hale gelmesine zemin hazirlayarak immiin sistemin
denetimini agmasina yardimci olmakta ve metastaza giden siireci tetiklemektedir (Davies,

2016; Basse and Arock, 2015; Polyak, 2007).
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Sekil 2.1. Meme kanserinin gelisimi ve metastazi (Wekking ve ark., 2023)

Meme kanseri, tiimor hiicrelerinin molekiiler ve genetik 6zellikleri dogrultusunda
siniflandirilmakta olup bu smiflandirmada dort temel biyobelirte¢ kullanilmaktadir
(Serlie vd. 2001). Bu belirtecler insan epidermal biiylime faktorii reseptorii-2 (HER-2),
steroid reseptorlerinden olan progesteron reseptorii (PR) ve dstrojen reseptorii (ER), ve
hiicre dongiisiiniin aktif fazlarinda aktive edilen bir proliferasyon proteini olan Ki-67"dir.
Bu biyobelirteglerin ifade diizeylerine gére meme kanseri Luminal A, Luminal B, HER-
2 Pozitif ile Uglii Negatif olarak dort temel alt tiplere ayrilmaktadir. Her bir alt tipin
molekiiler 6zellikleri, klinik seyri ve tedavi yanitlar1 farklilik gostermektedir (Guiu ve

ark., 2012). Meme kanseri alt tiplerinin sematik gosterimi Sekil 2.2’de gosterilmektedir.



Meme Kanserinin 4 Alt Tipi

En lyi
Prognoz
N Luminal A (~60%)
. \ HR+ (ER+ and/or PR+), HER2-
\ 5 ;
| Luminal B (~20%)
l:.] \ HR# (ER+ and/or PRE), HERZ+/-
Reseptirler -
HR: Hormon
ER: Ostrojen o
PR: Progesteron UQ.I Negatif (~15-20%)
HERZ: insan HR- (ER-, PR-), HER2-
epidermal biyime
faktdni reseptdri-2
En Kitil
Prognoz

Sekil 2.2. Meme Kanseri Alt Tipleri. BioRender ile olusturulmustur.

2.2.1. Luminal A

Bu alt tip, meme kanallarin1 kaplayan luminal hiicrelerde baslayan meme kanseridir
(Vodug ve ark,. 2010). Bu meme kanseri yaklagik %60 goriilme siklig1 ile en yaygin alt
tip oldugu bilinmektedir (Carey ve ark., 2006). Luminal A meme kanseri tiimorleri,
hormon reseptdrleri pozitif (ER+/PR+) ve HER2 negatif olarak tanimlanmaktadir. Ayrica
Ki67 ifadesi de diistiktiir. Bu durum bu alt tipin metastasinin diisiik oldugunu ve ayni
zamanda hormonal tedaviye de iyi bir cevap verdigini gostermektedir (Cheang ve ark.,

2009).

2.2.2. Luminal B

Bir diger luminal meme kanseri ise Luminal B’dir. Luminal B, luminal A alt tipi ile ayn1
olarak ER/PR+ olsa da Ki-67’nin ifadesi Luminal A’ya gore daha yiiksek olup HER-2
reseptoriiniin ifadesi negatif veya pozitif olarak degisebilmektedir. Bu durum Luminal
B’nin Luminal A’dan yiiksek bir ¢ogalma hizi ve agresif seyirli yayilim yaptigini

gostermektedir (Cheang ve ark., 2009). Luminal B’ye sahip tlimorler Luminal A alt tipine



gore hiicre dongilisii ve proliferasyonu ile iligkili genlerde daha yiiksek bir gen ifadesine
sahiptir (Kuong ve Loeb, 2013). Bunu bir sonucu olarak da Luminal B’nin daha koétii bir

prognozu oldugu gortilmektedir.

2.2.3. HER-2 Pozitif

Bu alt tipte HER-2 geninde asir1 ifade veya amplifikasyon meydana gelmekte olup
hormon reseptorlerinin ifadesi ise olmamaktadir. HER-2 aktive oldugunda hiicre i¢i
sinyal yolaklarin1 (6rnegin MAPK ve PI3K) aktive ederek tlimor hiicresinin hizl
cogalmasini ve metastaz yapma kapasitesini artirmaktadir (Feng ve ark., 2018). HER-2
pozitif tiimorler, tiim meme kanseri vakalarinin yaklasik %20’sini olusturmakta olup
(Keegan ve ark., 2012) protein ile RNA seviyelerinde incelendiginde HER-2 ve
proliferasyon genlerinin yiiksek, luminal ile iligkili genler ortalama, bazal ile iliskili
genlerin diisiik bir seviyede ifade edildigi gorilmektedir. Bunlara ek olarak DNA
seviyesinde ise bu alt tipe ait timdrlerde mutasyonlarin birikimi en fazla oldugu
raporlanmaktadir (Kuong ve Loeb, 2013). Tiim bunlara bagli olarak HER-2 pozitif meme
kanserine sahip hastalarda hiicrelerin yayilimi viicutta yayilimi daha fazla olup

prognozlarinda kétii bir seyir gozlemlenmektedir.

2.2.4. Uclii Negatif Meme Kanseri

Bu meme kanseri alt tipinde hem HER-2 hem de ER/PR ifadeleri olmadig1 icin bu tiire
iiclii negatif denmektedir. Bu kanserde, Ki67 proteini ve bazal tabakada sentezlenen
keratinlerin ekspresyonu yiiksektir, buna karsin diger kanser alt tipleri ile iliskili genlerin
ifadeleri genellikle diisiik veya ortalama diizeydedir. Ayrica DNA seviyesinde mutasyon
tastma oran1 HER-2 pozitif alt tipinden sonra ikinci sirada olup bunlarin ¢ogunda
hipermetilasyon bulunmaktadir (Prat ve ark., 2015). Bu alt tip, hiicre biiylimesi,
proliferasyonu ve DNA onariminda gorev alan brcal gen mutasyonlarina sahip
kadinlarda daha sik goriilmektedir (Huzarski ve ark., 2013). Bu kanser tiiriiniin goriilme
siklig1 yaklasik %15 civarinda olsa da agresif yapilar1 sebebiyle meme kanseri baglantili
Olimlerde rol oynamakta olup ER+’ya sahip alt tiplere gére daha kotii bir prognoza

sahiptir (Merino Bonilla ve ark., 2017; McGuire ark., 2017).



2.3. MDA-MB-231 Kanser Hiicre Hatti

Ilk kez Amerika’da yer alana M.D. Anderson Cancer Centar’da 51 yasinda olan bir
Kafkas kokenli kadinin plevral efiizyona sahip metastatik bolgesinden iiretilmis olan
MDA-MB-231 (Sekil 2.3), iyi karakterize edilen ve literatiirde sik¢a kullanilan bir meme
kanseri hiicre hattidir (Cailleu ve ark., 1974). Bu hiicre hattinda ER, PR ve HER-2
reseptorlerinin ifadesi bulunmamaktadir. Bu nedenle bu hiicre hatti ticlii negatif meme
kanseri (TNBC) alt tipine aittir (Lehmann ve ark., 2011). Buna bagli olarak in vitro
caligmalarda agresif ve invaziv 6zellik tagimalarini1 saglamaktadir. MDA-MB-231 hiicre
hattt o6zelliklerinden dolayr metastaz, ilag direnci ve TNBC’nin immiin kagis
mekanizmalariin arastirilmasinda kritik bir rol oynamakta ve hiicre hareketliligini,
invazyonunu ve li¢ boyutlu mikrogevrelerde tiimor davranisini incelemek igin genellikle
yara iyilesme testi, transwell invazyon testleri ve 3D sferoid kiiltiirleri gibi ¢aligmalarda

kullanilmaktadir (Bonnier ve ark., 2015).

Sekil 2.3. MDA-MB-231 hiicre hattinin inverted mikroskop goriintiisii (Olcek Cubugu:
10x)



2.4. Abemaciclib

Serin/treonin kinaz sinifina bagli olan siklin bagimli kinaz (CDK) ailesi, hiicre
dongiistiniin G1, S, G2 ve M fazlarinin ilerlemesinde ve buna bagli olarak hem hiicre
proliferasyonunu hem de hiicre i¢i veya dis1 yolaklar ile ilgili transkripsiyonu
diizenlemede kilit rol oynamaktadir (Praveenkumar ve ark., 2021; Chong ve ark., 2020).
Bu ailenin tiyelerinden CDK4/6, hiicre proliferasyonunun kontroliinde 6zellikle 6nem
tasimaktadir (Kwapisz, 2017). Kanser hiicrelerinde diizensiz bir sekilde aktive olan
biiyiime sinyalleri, Siklin D’nin CDK4/6 ile etkilesimine yol acarak bu kinazlar1 aktif hale
getirmektedir (Guney Eskiler ve ark., 2022). Aktive olmus CDK4/6, tiimor baskilayici
protein olan retinoblastoma proteininin (pRb) hiperfosforilasyonuna neden olmakta ve
bunun sonucunda bu protein inaktive olmaktadir. Boylelikle hiicreler G1 fazini asarak
kontrolsiiz sekilde bir boliinmeye baslamaktadir (Arslan ve ark., 2022). Bu nedenle
kanser tedavisinde CDK4/6 inhibitorleri yaygin bicimde kullanilmakta olup, bunlardan
biri de Abemaciclib’dir. Abemaciclib, dncelikle meme kanseri basta olmak iizere diger
kanser tiplerinde de kullanilan bir CDK4/6 inhibitoriidiir (Arslan ve ark., 2022).
Abemaciclib, CDK4/6°’nin N ve C terminal uclarinda yer alan ATP baglanma bolgelerine
rekabet¢i bir sekilde baglanarak etkinlik gdosterir (Zhou ve ark., 2020). Hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen baglar1 sayesinde ATP’nin yerine gegerek CDK4/6 aktivitesini
engellemektedir (Arslan ve ark., 2022). Bu engelleme, pRb ve iliskili gen ve proteinlerin
ekspresyonunu baskilayarak hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina gegisini Onler.
Sonug olarak niikleotid sentezi ve DNA replikasyonu baskilanir, hiicrenin kontrolsiiz
boliinmesi azalmaktadir (Zhou ve ark., 2020) (Sekil 2.4). Boylelikle abemaciclib, kanser

hiicresinin proliferasyonunu hedef alarak tedaviye 6nemli dlclide katki saglamaktadir.
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Sekil 2.4. Abemaciclib/Palbociclib/Ribociclib’in hiicre dongiisline etkisinin sematik

olarak gosterilmesi (Corona ve Generali, 2018)

Abemaciclib’in MDA-MB-231 hiicre hatlar {izerindeki etkilerini inceleyen ¢alismalar,
bu ilacin hiicrelerde antiproleratif ve apoptotik etkiler gosterdigini ortaya koymaktadir.
Ozman ve ark. 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismada MDA-MB-231 hiicrelerinde
Abemaciclib’in etkilerine bakmislardir. Abemaciclib hiicre hattinda hiicrelerin G0-G1
fazinda kaldigini, kromatinlerin yogunlastigini, kaspaz-3 ve Bax seviyelerinde artigin ile
Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin seviyesinde azalisa bagli olarak apoptotik hiicre
Olimiine neden oldugunu ayrica genis sitoplazmik vakuollerin de olustugunu rapor
etmislerdir (Ozman ve ark., 2021). 2019 yilinda yapilan bir calismada arastiricilar
Abemaciclib ve Doksorubisin ilaglarinin MDA-MB-231, BT-549 ile MCF-7 meme
kanseri hiicre hatlarinda yaslanmay1 (senescence) nasil indiikledigi ve bu hiicrelerin
bagisiklik hiicreleri tarafindan oldiiriilmeye karst duyarliligi incelenmislerdir.
Doksorubisin'in  DNA hasar1 olusturarak MDA-MB-231 ve BT-549 hiicrelerinde
yaslanmay1 tetikledigi ve bu hiicrelerin T hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK)
tarafindan kolayca hedef alindigi goriilmistiir. Buna karsin, Abemaciclib CDK4/6
inhibisyonu yoluyla MDA-MB-231 hiicrelerinde yaslanma olusturmasina ragmen, bu
hiicreler anti-apoptotik proteinlerin yliksek seviyede kalmasi nedeniyle bagisiklik

hiicrelerine karst direng gostermistir.  Sonu¢ olarak Doksorubisin’in  hiicreleri
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yaslandirarak  bagisiklik  hiicreleri tarafindan  Oldiiriilmelerini  kolaylastirdigini
Abemaciclib’in ise hiicreleri apoptotik yoldan 6ldiirdiigiinii tespit etmislerdir (Inoa ve

ark., 2019).

2.5.  Iki Boyutlu ile U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirleri Arasindaki Farklar

Iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirii, bir kiiltiir tiipii veya diiz petri kaplarinda olusturularak
uzun yillardir bilimsel ¢aligmalarda kullanilmaktadir (Kapatczynska ve ark., 2018; Jensen
ve Teng 2020). Ayrica diisiik maliyetleri ve genis kaynak erisimleriyle birlikte in vitro
hiicre calismalarinda en ¢ok tercih edilen teknik haline gelmislerdir (Wang ve ark., 2022).
Bununla birlikte kanser ve tiimor biyolojisine ait caligmalar ilerleyip derinlestikce, 2B
kiiltiirlerin sinirlamalar1 daha belirgin hale gelmektedir. Kanser hiicreleri kendi mikro
cevrelerini de olusturan diger saglikli hiicreler ve ekstraseliiler matris (ECM) ile ¢evrili
oksijen ve besinler ile diger kimyasal ve fiziksel streslere maruz kalacak sekilde {i¢
boyutlu (3B) bir ortamda gelisir. Bu kosullarda, tiimér hiicreleri optimum biiylime ve
hayatta kalma kosullar1 altinda biiyiime egiliminde olup hiicre etkilesimleri ve ECM’den
gelen diger sinyallerden biiylik oranda etkilenmektedir. 2B hiicre kiiltiirleri ise tiimor
davranis ve mekanizmalarii belirli bir 6l¢iiye kadar yansitabilseler de 3B yapidan
yoksundurlar (Wang ve ark., 2014). Bu sebeple hiicreler aras1 etkilesimler ile hiicre-matris
arasi etkilesimlerden ve dokularin sahip oldugu in vivo yapisal organizasyonunu taklit
edemezler. Bu baglamda, 3B hiicre kiiltiirleri, in vivo kosullar1 daha iyi bir sekilde taklit
etmekte ve arastirmacilara kanser hiicrelerinin yapilar1 hakkinda daha derin ve dogru bilgi

saglamaktadir. Iki kiiltiir modelinin karsilastirmas1 Sekil 2.5.”de gosterilmektedir.
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Sekil 2.5. 2B ile 3B hiicre kiiltiirlerinin karsilastirilmasi. BioRender ile tasarlanmaistir.

3B hiicre kiiltiirti, hiicrelerin birden fazla katmanda organize oldugu yapilar1 temsil eder.
Bu sayede in vivo bir ortamda timdr hiicrelerinin fiziksel ve kimyasal yapilarin1 2B
kiiltiirlere gore daha basarili bir sekilde taklit etmektedir (Kapatczynska ve ark., 2018).
Dolayisiyla bu kiiltiirler, tliimdrlerin hiicre dis1 matris organizasyonunu, hiicre-hiicre
etkilesimlerini ve sinyalleri ile {i¢ boyutlu mimarisini daha iyi yansitmaktadir (Rolver ve
ark., 2019). Bunlara ek olarak tiimoérlerin fizikokimyasal yapilarini ve davranislarini
yansittiklar1 i¢in son yillarda yapilan ¢alismalarda iyi ve kotii huylu tiimorlerin doku
mimarisini tanimlamak ve malign transformasyondaki degisikliklerini agiklamak

amaciyle 2B kiiltilirlerin yerine kullanimlar1 yayginlagsmaktadir (Habanjar ve ark., 2021).

Ug boyutlu kiiltiirler, tiimoriin fizikokimyasal yapilarmi ve davramslarmi yansittiklart
icin, son yillarda yapilan c¢aligmalarda iyi ve kot huylu tliimorlerin  doku
organizasyonlarini tanimlamak ve malign transformasyondaki degisiklikleri agiklamak
amaciyla iki boyutlu kiiltlirlerin yerine kullanilmaktadir (Habanjar ve ark., 2021). 2B
kiiltiirler, kanser hiicrelerinin gen ve protein ifadelerini tam olarak yansitamadiklarindan
dolay1 bu durum fonksiyonel farkliliklara yol agmaktadir. Buna karsilik 3B kiiltiirlerin
gen ve protein ifadeleri orijinal hiicrelerin gen ifade profillerine biiyiilk oranda

benzemektedir. Bunlara ek olarak, ila¢ calismalarinda 3B Kkiiltiirlerin ilag direnci
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acisindan 2B kiiltiirlere oranla daha direngli olduklar1 belirlenmis olup bu ¢alismalarda

3B kiiltiirlerin kullanim1 zamanla artmaktadir (Rolver ve ark., 2019; Fang & Eglen 2017).

2.6. Sferoid

Sferoidler, 3B kiiltiir teknikleri ile olusturulan ve hiicrelerin ii¢ boyutlu bir ortamda
toplandig1 hiicre kiimeleridir. Bu yapilar, hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimlerini {i¢
boyutlu bir ortamda saglayarak in vivo tiimor mikro cevresini gercekei bir sekilde
modellemektedir (Velliou ve ark., 2020). Bu o6zellikleri sayesinde sferoidler temel
arastirmalar, ilag takibi, biyobanka depolamalari, gen profillemede, kanser modelleme,
genetik miithendisligi ve kisisellestirilmis tip gibi bir¢gok farkli bilim dallarinda
kullanilmaya devam etmektedir (Sekil 2.6).

Tumor Sferoidlerin
ﬂ Uygulamalari

Kigisellestirilmis Temel
Tip Aragtirmalar

___jlj]: e
POORLS IR E %
Genetik __ ilag Taramasi
Muhendisligi

j<_ . B .
«'AY{ J "B R
111
Kanser Byobankalar
Modelleme Y

Gen
Profilleme

Sekil 2.6. Sferoidlerin uygulama alanlari. BioRender ile tasarlanmaigtir.
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Sferoidlerin kaynaklari, tretildikleri hiicreye gore farklilik gostermektedir. Kanser
aragtirmalarinda, kanser hiicresinden iretilen sferoidler “tiimor kaynakli sferoidler”
olarak isimlendirilmektedirler Timdr kaynakli sferoidlerde, kullanilan kanser
hiicrelerinin tiirleri ve kdkenleri degiskenlik gosterebilir. Arastirma amacina bagl olarak
farkli sferoid modelleri gelistirilmis olup, bu modellerin kullanim tercihleri
aragtirmacinin hedeflerine gére gesitlenmektedir (Ishiguro ve ark., 2017). Ornegin, Han
ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 3B sferoid modelleri kullanilarak
CRISPR taramalar1 gergeklestirilmis ve bu taramalarin 2B hiicre kiiltiirlerine gore timor
biyolojisini daha iy1 yansittig1r gosterilmistir. Bu calisma, kanser biiyiimesiyle iliskili
genetik farkliliklar: daha 1yi anlamak i¢in sferoid modellerinin 6nemini vurgulamaktadir

(Han ve ark., 2020).

Tu ve arkadaslar1 (2021), pankreas kanser hiicre hattit PANC-1’in 2B Kkiiltiirleri ve 3B
sferoidleri tlizerinden eksozomlar1 incelemislerdir. Besinci giinde olusan sferoidlerin
boyutlar1 tek tip olarak gézlenmistir. Eksozomlarin varligi, RNA secici boya ve floresan
goriintiileme ile dogrulanmis; sonuclar 2B Kkiiltiirlere kiyasla sferoidlerde eksozom
miktariin arttigini gostermistir. Ayn1 durum, TEM goriintiileriyle de desteklenmistir.
Sonraki asamada, PANC-1 hiicrelerindeki ve sferoidlerdeki miRNA’lar (miR-17-5p,
miR-21, miR-96, miR-196, miR-1246, miR-4454) gqRT-PCR ile Ol¢iilmiistiir. Genel
olarak 3B sferoidlerde miRNA ekspresyonu daha yiiksek saptanmistir. Eksozomal
miRNA’lardan miR-44454 sferoidlerde azalirken, miR-96’da belirgin fark bulunmamakla
birlikte ekspresyonda artis gézlenmistir. Genel olarak eksozomlardaki miRNA seviyeleri,
hiicre i¢i seviyelerden yiiksektir. Ayrica hiicrelerden ve sferoidlerden izole edilen
eksozomlardaki GPC-1 protein miktarlar1 Olglilmiistii. PANC-1 eksozomlar1 ile
sferoidler arasinda GPC-1 seviyelerinde farklilik goriilmesine ragmen, eksozomlarin
GPC-1 diizeylerinde anlamli bir fark bulunmamaistir. Bununla birlikte, sferoidlerin GPC-
1 konsantrasyonu daha yiiksek, fakat mRNA seviyesi 2B Kkiiltiirdekine gore daha
diistiktlir. Sonug olarak 3B sferoidler, pankreas kanser ilerlemesiyle ilgili daha fazla
Ozellik tasimakta ve 2B kiiltiirden daha fazla eksozom iiretebilmektedir. Bu da
sferoidlerin kanser gelisimi ve ilerlemesini incelemede 6nemli bir model olabilecegini

vurgulamaktadir.

Reynolds ve arkadaglar1 (2017), MCF-7 ile MDA-MB-23 hiicre hatlarini, {i¢ farkl
modelde (2D tek tabaka, kolajen jelde 3B yaygin model ve tiimdr mimarisine benzer 3B

sferoid) Sisplatin (10 ng/mL) ve Paklitaksel (1,5 pg/mL) ile 72 saatlik inkiibasyon sonrasi
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incelemislerdir. MDA-MB-231 hiicrelerinde, 2B ve 3B yaygin modelde kiiresel hiicre
artist gozlenmis, ancak sferoid modelde farkli bir yanit alinmistir. Paklitaksel
uygulamasinda sferoid ¢evresinde 6nemli azalma olurken, Sisplatin ile benzer fakat daha
az belirgin bir azalma goriilmiistiir. {laglarin sferoid icine niifuz edebildigini gdstermek
icin paklitakselin floresan analogu izlenmis ve ¢ekirdege kadar penetrasyon sagladigi
dogrulanmistir. Hiicre canliligt MTS yontemiyle 6l¢iilmiistiir. 2D modelde Paklitaksel ve
Sisplatin sonrasi canlilik %17 ve %16, 3D yaygin modelde ise %30 ve %37 bulunmustur.
Sferoidlerde, periferik hiicreler bu degerlere yakin yanit verirken, ¢ekirdek hiicreleri %91
ve %97 canlilik gostererek daha direngli olduklarini géstermistir. Bu farkliligi anlamak
icin ¢ekirdek ayrilip yeniden kolajende kiiltiirlenmis; metabolik aktivite ve oksijen
tiketimi incelendiginde, sisplatin ile yliksek oksijen varligi, ilacin proliferasyonu
yavaglattigini ancak tamamen inhibe edemedigini gostermistir. Kanser kok hiicresi (CSC)
analizi, ALDEFLUOR, mammosphere ve RT-qPCR yontemleriyle yapilmustir.
Sferoidlerde ALDH+ hiicre orani, 6zellikle cekirdek kisminda g¢evre hiicrelere gore
yaklagik iki kat yiiksek bulunmus ve mammosphere sonuglariyla da desteklenmistir. RT-
gPCR verilerinde ALDH1A3 ifadesi hem c¢ekirdekte hem cevrede arttigir goriilmiistiir.
TagMan testi ile ALDHIA3, SOX2, OCT4 ve NANOG ekspresyonu degerlendirilmis;
Paklitaksel sonrasi1 bu genlerde artis en ¢ok sferoid ¢ekirdeginde gézlenmistir. Sisplatinde
ise 2D ve 3D yaygin modelde artis olsa da sferoid modelde 6nemli bir degisim olmamustir.
Benzer deneyler MCF-7 hiicre hatlarinda da yapilmis ve genel olarak ayni sonuglar elde
edilmistir. Sonug olarak, Paklitaksel ve sisplatin tek baslarina tiimor biiylimesini tamamen
engelleyememistir. Ancak sferoid modeli, kemoterapiye diren¢ ve kanser kok
hiicrelerinin etkisini daha net ortaya koyarak, tliimdrlerin dogal mikrogevre 6zelliklerinin

Oonemini vurgulamaktadir.

2.7. Ultra Diisiik Baglant1 Plakalar1 (Ultra Low Attachment Plates (ULA))

Sferoid olusturmak i¢in kullanilan bir yontem ULA platelerdir. Bu yontemi ilk olarak
2012'de Vinci ve ark., 96 kuyulu U-tabanli ultra-diisiik baglant1 mikroplate’leri (ULA-
plates) ile 3B tiimor sferoidlerini olusturmak ve analiz etmek i¢in kullanmislardir.
Polistiren kuyu yiizeyine kovalent olarak bagli hidrofilik, nétr yiiklii bir kaplama ile
muamele edilmis U-tabanli 96 oyuklu ULA plateleri, ¢esitli insan tiimor hiicre hatlarinda

sferoidlerin, yogun veya gevsek kiimelenmelerin biiyiimesini ve olusumunu
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desteklemistir (Sekil 2.7). Bu platelerde yetistirilen sferoidler, agarda yetistirilenlere
benzer sekilde morfolojiler gostermis ve immiino-histokimyasal boyalamalar
gostermistir. Yine bir bagka calismada Ekert ve ark (2014), yine bu yontemi kullanarak
akciger kanserine ait 2B hiicre hatlarin1 ve 3B sferoidleri karsilastirmiglardir. Burada
hiicrelerin sferoidleri olusturmak i¢in kendiliginden birlestiklerini ve 2B hiicre hatlar ile
karsilastirildiklarinda farklilasmis epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve cMET
ifadelenmesi ve sinyalizasyonlar: sergilediklerini gostermislerdir. Bu yontemde akciger
kanser sferoidlerinin hiicresel yanitlarinin ilaglara ve biiylime faktorlerine daha iyi yanit
verdigini dogal tiimdr mikro ¢evresini daha iyi taklit ettiklerini gostermislerdir (Ekert ve

ark., 2014: Sant ve Johnston, 2017).

(a)

Sferoid olusturulmasi

* Siispanse kiiltiir

* Timoér sferoid/kuyucuk

¢ Yeniden iiretilebilir boyutta sferoid
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Sekil 2.7. ULA platelerde sferoid olusturulmasi. (a) ULA plakalara hiicre ekimi. (b)

sferodilerin olusumu ve goriintiilenmesi (Vinci ve ark., 2012).

2022 yilma ait bir ¢alismada Chen ve ark. MCF-7 hiicrelerini kullanarak kendi
gelistirdikleri ULA ydntemi ile olusturulan sferoidler {izerinde kemoterapi ilaglarinin
etkilerine bakmuislardir. Sferoidler 500 ila 5000 hiicre olacak sekilde plakalara ekilmis ve
ardindan santrifiijlenmistir. Ardindan inkiibasyona birakilmis ve hiicreler gézlenmeye

baglanmigtir. Mikroskop gozlemlerinde sferoidler iiglincii glinden itibaren biiyiimeye
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baslamiglardir. Steroidlerin biiylimesi deney sonlanana kadar devam etmistir.
Kullandiklar1 yontemin sferoidlerin herhangi bir ortama baglanmadan kanser gibi
biiyliyebildiklerini ortaya koymustur. Calismacilar olusturduklar1 yontemi dogrulamak
icin 2000 adet hiicreyi kuyucuklara ekmisler ve ertesi giin olusan sferoidleri hem STX-
64, kuersetin (QUE) ve tamoksifen (TAM) ile bunlar1 birlikte sferoidler ile muamele
etmiglerdir. Yedi giinlik muamelenin sonucunda bir dstrojen sentaz inhibitdrii olan STX-
64 sferoid biiylimesini inhibe etse de bunlar1 tamamen 6ldiirememistir. Bununla birlikte
kuersetin ve tamoksifen ise bir haftanin sonunda sferoidleri tamamen yok etmistir.
Kuersetin hem bir flavonoid olup hem de SULTIEI genini ifadesini meme kanseri
hiicrelerinde yukar1 regiile eder ve boylece sferoidleri dldiiriir. Tamoksifen ilact en eski
meme kanseri ilaglarindan olup bir Ostrojen reseptorii antagonisti olarak sferoidleri
oldiirmiistiir. G Protein-bagl Ostrojen reseptdrii (GPER), hiicre ici kalsiyum hareketini
ve fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfat sentezini kontrol eden bir plazma membran
proteinidir. Bunun antagonistleri olan G-1 ve G15, hiicre ekiminin ikinci giiniinde
sferoidlere verilmistir. Ikisi de birbirleri ile uyumlu olarak sferoid bilyiimesini inhibe
etmislerdir. En sonunda spesifik 0Ostrojen reseptorlerinin o ve [ antogonistlerini
sferoidlerle muamele ettiklerinde sferoid biiylimesini inhibe etmede c¢ok etkili
olmadiklarii gérmiislerdir. Bu antogonistlerin MCF-7 sferoid biiyiimesinde kritik bir rol
oynamadigini diislindiirtmiistiir. Calismanin sonucu olarak hedeflenen ilag deney
sonuglar1 her Ostrojen reseptoriiniin sferoid biiylimesini etkilemedigini gostermekte olup

kisiye yonelik tedavide sferoidlerin kullanilabilecegini géstermistir.

2.8. Asih Damla (Hanging Drop)

Asili damla, sferoid olusturmada iskele igermeyen yontemlerdendir. Bu yontem herhangi
bir 6zel ekipman gerektirmemekte ve diisiik hacimlerde hiicre slispansiyonu icermektedir.
Asili damla yonteminde dnce hiicreler mikroplakada siispanse edilir ardindan buradan
alinan siispansiyon petri kapaginin i¢ kismina damlalar halinde eklenmektedir (Sekil
2.8.). Ardindan petri kapagi ters cevrilir. Daha sonra hiicreler birka¢ giinliigline
inkiibasyona birakilir. Bu siire¢ boyunca yer ¢ekimi ve ylizey geriliminin etkisiyle
hiicreler birbirlerine yapismakta ve damlanin altinda yogunlasmaktadir. Belirlenen siire
sonunda ise sferoidler elde edilmektedir. Sferoidler olusurken hiicreler birbirleri ve

ekstraseliiler matris ile dogrudan temas halindedir. Asili damla yonteminde karmagik
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sferoid olugmayabilir ve ayrica diisiik verim de olusabilir. Yine de bu ydntem

kullanilirken ¢esitli modifikasyonlar yapilabilmektedir (Biatkowska ve ark., 2020).

Hiicreler

A B C

Su

Sekil 2.8. Asili damla teknigi ile sferoid olusturulmasi. (A) Hiicrelerin ekimi. (B) Asili
damlada hiicrelerin tutulumu. (C) Hiicrelerin sferoid olusturmasi i¢in toplanmasi

(Biatkowska ve ark., 2020).

2.9. 3D Petri Dish®

Iskele kullanilmadan sferoid olusturma ydntemlerinden biri, "3D Petri Dish®" olarak
adlandirilan mikro kaliplardir. Bu kaliplar, hiicrelerin homojen bir sekilde dagilmasini
saglayan girintili ylizeylere sahiptir ve hiicrelerin li¢ boyutlu sferoidler olusturmasina
olanak tanimaktadir (Napolitano ve ark., 2007). Caplar1 400 ila 800 um arasinda degisen
bu bosluklara sahip kaliplar, 12 veya 24 kuyucuk igerebilecek sekilde tasarlanmuistir.
Kuyucuklarin iizerine 1sitilarak uygulanan agaroz gibi hidrojeller dokiiliir ve jel oda
sicakliginda polimerlestiginde, hiicrelerin iskelesiz ortamda sferoid olusturmasi saglanir
(Basu ve ark., 2020). Istenilen sayida hiicre ekimi ve kontrol edilebilen sferoid boyutlar
Petri Dish®’lerin kullanimina avantaj saglamakta olup ayrica kaliplarin otoklavlanmasi
hiicre ¢alismalarinda steril kosullara uygunluk saglamaktadir (Sekil 2.9.). Bunlara ek
olarak bu kaliplar primer hiicre, kok hiicre ve kanser hiicreleri gibi farkli 6zellikteki
hiicrelerin tek baslarina veya birden fazla ekimi gibi kolayliklar saglamaktadir. Bu model
cesitli hiicre tiplerini bir araya getirip mikro doku olusturma ve bu dokunun ¢esitli ilag ve
kimyasallar ile etkilesimini rahatlikla degerlendirilmesinin saglanmasi1 nedeniyle son
yillarda bilimsel ¢alismalarda kullanimi artmistir (Napolitano ve ark., 2007; Basu ve ark.,

2020).
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Sekil 2.9. 3B Petri Dish® ile sferoid iiretimi. (a) 3B Petri Dish® kaliplari. (a") Kaliplarin

icindeki agarozlar kaliplar. (a"”) Agaroz Kaliplar. (b) Kaliplarin mikroskop goriintiisii. (b")
Kaliplarin icindeki olusmus sferoidler. (b”) Inkiibasyon sonrasi kaliplardan ¢ikartilmis
sferoidler (Guo ve ark., 2019)

Yapilan bir ¢aligmada iki tiyopirimidin tiirevi (BUC ve PEC), 3D Petri Dish® yontemiyle
olusturulan MCF-7 sferoidlerindeki etkileri incelenmistir. Oncelikle 2B hiicre
kiiltiirlerinde BUC ve PEC ile yapilan sitotoksisite deneylerinde, iki bilesigin de
konsantrasyon ile inkiibasyona bagli olarak hiicre canliligini azalttigi ve 24 saatin
sonunda ICso degerlerinin yaklagik 20 uM oldugu; 48 saat sonunda ise bu degerin daha
da azaldig1 saptanmistir. Bu nedenle sferoid galismalari i¢in 10 pM derisim ve 48 saatlik
inkiibasyon secilmistir. BUC ve PEC, kanser hiicrelerinde koloni olusumunu tamamen
engellemis ve giiclii sitotoksik etki gdstermistir. 1x10° hiicre kullanilarak olusturulan
sferoidlerde, 3-4 giinliik inkiibasyonun ardindan 10 uM bilesiklerle muamele edilmistir.
Floresan boyamalar, kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda azalma ve turuncu renkli
olii hiicreler nedeniyle sferoid diizeninin bozuldugunu ortaya koymustur. Hiicre dongiisii

analizinde, 48 saat sonunda Gl fazinda artis tespit edilmistir; bu durum en iyi
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antiproliferatif etkinin 48 saat sonunda olustugunu gostermektedir. Oksidatif stres
Ol¢iimlerinde, PEC uygulamasi H»O, iiretimini ve bunu yok eden katalaz enzim
aktivitesini artirirken, BUC katalaz aktivitesini yiikseltmemistir. Ayrica PEC, glutatyon
derisimini azaltarak hiicre 6liimiini tetiklemistir. H>O» {iretimiyle iliskilendirilen lipid
peroksidasyonu diizeyleri, her iki bilesikte de yiikselmistir. BUC, karbonillenmis protein
diizeyini artirirken, PEC anlamli bir etki gdstermemistir. Sonu¢ olarak tiyopirimidin
tiirevlerinin, 3B sferoid modellerinde etkili antitiimor ajanlar olabilecegi vurgulanmistir

(Gomes ve ark., 2021).

2.10. Sterilite Testleri

Steril bir laboratuvar ortaminda hazirlanmis hiicre kiiltiirlinde istenmeyen bakteri ve
mantar gibi mikroorganizmalarin hiicreleri enfekte etmesine kontaminasyon denmektedir.
Kontaminasyon laboratuvarlarda calisan kisilerden, koruyucu giysilerden, kullanilan
araclardan veya birden fazla hiicre kiiltiirleri ile ¢alisiliyorsa da ¢apraz kontaminasyon
seklinde olmaktadir. Kontaminasyon, mikroskobik ya da makroskobik degerlendirilmeler
ile gozlemlenebilmektedir. Kontaminasyonu onlemek i¢in otoklav, kuru 1s1 olarak
adlandirilan pasteur, ultraviyole (UV) 1s1mn uygulamasi gibi dezenfekte ydntemleri
kullanilmaktadir. Ayrica serum ve sivi besiyeri gibi sivi tiriinlerin mekanik olarak ultra
filtrelerden gecirilerek sterilitelerinin saglanmasi, yeni hiicre hatlarinin deneylerde
kullanmadan oOnce sterilitelerinin kontrolii, laboratuvarda c¢alisanlarin aseptik ortama
uygun calismast ve deney ortaminin diizenli olarak temizligine 6zen gosterilmesi

kontaminasyon riskini azaltan dnlemler arasinda yer almaktadir (Freshney, 2021).

Makroskobik kontaminasyonlar besiyerinde bulaniklik veya pH degisimine bagli renk
degisikliklerinden kaynaklanabilmektedir. Buna ek olarak kiiltiir kaplarinin mikroskop
altinda incelenmesi ile mikrobiyal kontaminasyon gozlenmektedir. Mikrobiyal
kontaminasyon oldugu belirlenen hiicre kiiltiirlerinin yaklagik %30’dan fazlasinin
Mollicutes sinifina ait Mikoplazma lardan kaynakli oldugu rapor edilmistir (Jung ve ark.,
2003). Mikoplazmalar 0,3 um ila 0,8 um arasinda degisen boyutlarda olmakta ve memeli
hiicrelerin endozomlarinda yasayan basit prokaryot hiicrelerdir. Bir temel amino asit olan
arjinini enerji kaynagi olarak kullanan bu mikroorganizmalar, kontamine ettigi hiicreyi
arjininden yoksun birakmaktadir. Buna bagli olarak konak hiicreler protein bazli sentez

stireclerinde aksakliklar yaratarak metabolizmay1 olumsuz bir sekilde etkilemektedir. Pek

21



cok bakterinin aksine Mikoplazmalarin bir hiicre duvari yoktur. Dolasiyla, bu
organizmalar besiyerlerine eklenen ve hiicre duvarlarini hedef alan penisilin/streptomisin
gibi antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmasi sergilemektedirler (Nikfarjam ve Farzaneh,
2012). Bu nedenle mikoplazma kontaminasyonu hiicre calismalarinda biiyiik bir risk

olusturmaktadir.

Hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢alismalarda mikoplazma kontaminasyonun tespit edilmesi
icin bagvurulan yontemler arasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), enzime bagh
immiinosorbent testleri (ELISA) ve DAPI veya Hoechst gibi maddeler ile gergeklestirilen
floresan ¢ekirdek boyama gibi teknikler yer almaktadir. Ozellikle c¢ekirdek
boyamalarindan olan 4', 6-diamidino-2 fenilindol (DAPI), uygun bir maliyete sahip
olmas1 ve sonuglarmin kisa slirede olmasi sebebiyle laboratuvar ortaminda siklikla
kullanilmaktadir. DAPI, hiicre zarindan gecerek niikleik asit zincirinde timin ve adenin
bazlarina baglanmakta, eger hiicre mikoplazma ile enfekte olmugsa ekstraniikleer bolgede
de parlama izlenebilmektedir (Tarnowski ve ark., 2003, Jung ve ark., 2003). Calismalarin
giivenilirligini korumak adina, kiiltiirlerin deney oncesinde ve her 10 pasajda bir diizenli
olarak mikoplazma varlig1r acisindan kontrol edilmesi Onerilmektedir (Nikfarjam ve
Farzaneh, 2012). Bu sayede hiicrelerin proliferasyonunda ve genetik yapisinda yol
acabilecegi bozulmalar erken donemde tespit edilerek olasi hatali sonuglar veya hiicre

hatt1 kayiplar1 engellenebilmektedir.

2.11. Epitelyal (E)-Kaderin

Epitelyal kaderin (E-kaderin), epitel dokularda yer alan hiicrelerin birbirlerine
tutunmalarint ve doku biitiinliiglinii saglayan kalsiyum bagimli bir hiicreler arasi
adezyonu saglayan transmembran glikoproteinler ailesinin bir molekiiliidiir (Takeichi,
1991). Bu molekiil epitelyal baglanti kompleksinde yer alan ve siki1 baglantilarin (Zonula
occludens) altinda bulunan kemer baglantilarin (Zonula adherens) yapisinda

bulunmaktadir (Gumbiner, 2005).

E-kaderinler adherens junctionlarin temel bilesenlerinden olup hiicre disinda komsu
hiicreleri birbirine baglayarak doku biitiinliigiinii korumaktadir. Hiicre i¢inde ise hiicre
zarinin sitoplazmaya bakan yiizeyindeki -katenin, Vinkulin ve a-aktinin gibi kenetlenme

proteinleri aracilifi ile hiicre iskeleti elemanlarindan biri olan aktin filamentlere
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baglanmaktadirlar. Boylece hiicre zarmin ve aktin filamentlerinin kasilabilir yapisini

destekleyerek hiicresel biitiinliigli korumaktadir (Harris ve Tapas, 2010, Akay, 2012).

Saglikli epitel hiicrelerde E-kaderin, hiicreler arasi temasi saglayarak hiicre gogiinii
onlemekte embriyonik gelisim ve doku homeostazisini saglamaktadir (News-Medical,
n.d.). Bununla birlikte kanser hiicrelerinde 6zellikle metastatik durumlarda e-kaderin
ifadesi azalmakta bu durumda snal ve twist gibi transkripsiyon faktorlerini igeren sinyal
yollarini aktif ederek hiicrelerin epitelyal mezenkimal gegisini (EMT) saglamaktadir (Loh
ve ark., 2019). Bu gecis E-kaderin kayiplari ile N-kaderin ve Vimentin’in de dahil oldug:
mezenkimal belirte¢lerin  kazanimi ile karakterize olmaktadir. Boylece kanser

hiicrelerinin invazyonu ve metastazini kolaylastirmaktadir.

2.12. Filamentoz (F)-aktin

Filamentoz-aktin (F-aktin), hiicre iskeletinin en temel bilesenlerinden olup globiiler aktin
(G-aktin) proteinin ATP-bagimli polimerizasyonu ile olusan polimerize olan filament6z
yapilardir. Hiicre seklinin korunumu saglanirken ayni zaman da hiicre i¢cinde madde
taginmasi, hiicre polarizasyonu, adhezyon, morfogenez ve hiicre hareketi gibi temel

hiicrenin fizyolojik siireglerinde aktif rol oynamaktadirlar (Dominguez ve Holmes, 2011).

F-aktinin dinamik dogasi, aktin polimerizasyonu aktin depolimerizasyonunun
diizenlenmesi ile saglanmakta olup bu siire¢ hiicre iskeletinin yeniden modellenmesi ve
hareket etmesini miimkiin kilmaktadir. Pozitif ve negatif uglara sahip polar filament
yapist monomerlerin eklenme ve c¢ikartma hizlarinin farkliliklar1 hiicre hareketinin
yonliiligiinii belirlemektedir. Bu siireg, lamellipodia, filopodia ve invadopodia gibi ¢esitli
hiicresel uzantilarin olusumunda kritik rol oynayan aktin-baglayici proteinlerle yakin
etkilesim icinde gerceklesmektedir (Pollard ve Cooper, 2009). Sonug olarak, F-aktinin
dinamik dogasi hiicre gdcti, istila (invazyon) ve benzeri siireclerin temel diizenleyicisi

konumunda yer almaktadir.

23



2.13. MTS Hiicre Canlilig: Testi

Metastatik ve invaziv kanser hiicreleri anti-kanser ajanlarin etkilerini degerlendirmek
amaciyla siklikla kullanilmaktadir (Cailleau ve ark., 1978). Bu anti-kanser ajanlarinin
metabolik aktiviteleri ve canlilik diizeylerinin belirlenmesinde kolorimetrik yontemler
siklikla kullanilmaktadir. Bu kolorimetrik 6lglim yontemlerinden biri de MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum) canlilik
testidir (Malich ve ark., 1997). Bu test, tetrozolium olarak bilinen tuz bilesiklerinin, canli
hiicrelerin mitokondriyal enzimleri tarafindan formazan adi verilen ve suda ¢oziilebilen
kristallerinin miktarina dayanarak hiicrelerin metabolik aktivitelerini 6lgmektedir (Riss
ve ark., 2016). Kullanilan hiicre kiiltiir sistemleri MTS test sonuglarini
etkileyebilmektedir. Ozellikle literatiirde yapilan 2B ve 3B Kkiiltiirlerin karsilastirmali
sonuglar1 farkliliklar1 ortaya koymakta ve 3B Kkiiltiirlerin hiicre ortamlarini daha iyi taklit
etmesinden kaynakli anti-kanser ajanlarina daha direncli olduklar1 ve hiicre canliliklarinin
daha diisiik olduklar1 saptanmistir (Vinci ve ark., 2012; Friedrich ve ark., 2009). 2014
yilina ait yapilmis bir ¢alismada arastirmacilar, A549 akciger hiicre hattin1 kullanarak 2B
ve 3B Kkiiltiirlerinin olusturulmasinin ardindan tripsin ile muamele ederek 3B sferoidleri
ve 2B kiiltiirde tutunan hiicreleri MTS canlilik testi yaparak belirlemislerdir. Tripsin ile
muamele edilen hiicreler tripsin ile muamele edilmeyen hiicreler ile karsilastirildiklarinda
canlilik yilizdelerinde anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. Sonug olarak MTS 3B hiicre
kiiltiir sistemlerinde hiicreler tarafindan dogru bir sekilde islendigi ve toksik cevabi dogru
yansittigl tespit edilmistir (Kim ve ark., 2014). Bir bagka ¢alismada ise arastiricilar
potansiyel bir meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek bir ilag olan metformini MDA -
MB-231 kanser hattinin 2B ve 3B hiicre hatlarina uygulayarak MTS testi ile canlilik
yiizdelerini degerlendirmislerdir. Her iki hiicre hattinda da glikozun varligina bagl olarak
farkli kosullarda hiicre canliliklarinin azaldigi saptanmistir (Bizjak ve ark., 2019). Bu
baglamda MTS testinin hem 2B hem de 3B kiiltiirde karsilagtirmali testler ile gilivenilir
ve tekrarlanabilir sonuglar verdigi ortaya konmaktadir. Ozellikle ilag tarama ve toksisite
testlerinde, 3B kiiltlir sistemlerinin kullanilmasi, potansiyel ajanlarin gercek biyolojik
ortamlardaki etkilerine daha yakin sonuglar elde edilmesine katkida bulunmaktadir.
Boylece hem ilag gelistirme siireci hizlanmakta hem de in vitro—in vivo korelasyon daha
giiclii hale gelmektedir. Sekil 2.10°da Tetrazolyumun Formazan kristaline indirgenmesi

gosterilmektedir (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. Tetrazolyum (MTS) tuzunun formazan kristaline indirgenmesi (Riss ve ark.,

2016).

2.14. Akis Sitometrisi

Akis sitometrisi, arastirma laboratuvarlari, immiinoloji, onkoloji ve molekiiler biyoloji
gibi bilimlerin pek ¢ok alaninda kullanilan hiicrelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
yliksek bir hassasiyet ile analiz eden bir tekniktir (Perfetto ve ark., 2004; Rahman, 2006).
Bu teknik, hiicrelerin belirli bilesenlerine baglanabilen floresan bir isaretleme ile
etiketlenmesine ve bdylece saniyede binlerce pargacigin dzelliklerinin es zamanl olarak
degerlendirilmesine dayanmaktadir (Perfetto ve ark., 2004). Metodolojisi ise genellikle
bir 6rnek hazirligi, hiicreleri lazer 1s1nindan tek sira halinde gegiren akis sistemi, 151k
sacilim1 ve floresan emilimlerini toplayan optik sistemler ve de bu sinyalleri verilere
doniistiiren elektronik sistemleri igermektedir. (Herzenberg ve ark., 2002). Bu veriler

daha sonra toplanarak istatistiksel bir analiz ile grafik haline getirilip yorumlanmaktadir.

Akis sitometrisinin ¢alisma prensibi ii¢ ana bilesene dayanmaktadir. Bu ana bilesen ise
sunlardir: akis sistemi, optik ve elektronik sistem. Akis sistemi, hiicreleri sivi ortamda tek
sira halinde lazer 1sinia dogru yonlendirmektedir. Optik sistemde, lazer 151n1 hiicre ile

etkilesir ve hiicreden sacilan 151k ve floresan sinyalleri toplanmaktadir. Sagilan 151k iki
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sekilde sacilmaktadir. Ileri sacilma hiicrenin biiyiikliigii hakkinda bilgi verirken, yan
sacilma ise hiicre i¢i biitiinliigii, hiicrenin graniilliik durumu ve ¢ekirdek yapisi hakkinda
bilgi vermektedir (McKinnon, 2018). Hiicrelerde yer alan floresan boya lazer 1simni
tarafindan uyarildiklarinda spesifik dalga boylarinda 151k yaymaktadir. Bu sinyaller, 6zel
filtrelerden gecirilip dedektorlere yonlendirilmektedir (Shapiro, 2003). Dedektorlere
yonlendirilmis  olan  sinyaller elektronik  sistemde  elektriksel —sinyallere
dontistiriilmektedir (Thermo Fisher Scientific, t.y.). Bu sinyaller daha sonra dijital

verilere doniistiiriilerek istatistiksel analizler ile grafikler olusturulup analiz edilmektedir.

2.14.1. Hiicre Dongiisii ve DNA Analizi

Hiicre dongiisii hiicrelerin biiyiime DNA sentezi ve boliimiinme evrelerini olusturan ve
yasamin devamliligin1 saglayan bir siirectir. Saglikli bir hiicre dongiisiinde normal
somatik hiicrelerde diploid (2n) kromozom sayis1 bulunmaktadir. Ancak ¢esitli genetik
bozukluklar ve 6zellikle kanser hiicrelerinde bu durum bozulmakta ve hiicrelerde anormal
kromozom sayist olugsmaktadir. Bu kromozom sayisina da andploidi denmektedir (Ben-
David ve Amon, 2020). Kanser hiicreleri siklikla hiperdiploid (2n’den fazla) yapida
olmakta ve bu durum hiicresel DNA miktarinin artmasina neden olmaktadir. Bu yapisal
bozukluk, hiicre dongiisiiniin ¢esitli fazlarinda birikerek diizensiz bir sekilde hiicrenin

cogalmasina ve metastazina neden olmaktadir (Maadi ve ark., 2022).

Hiicre dongiisii interfaz ve mitoz faz denilen iki ana kisimdan olusmaktadir. Interfaz kendi
icinde G1, S ve G2 fazlarindan olusmaktadir. G1 fazinda hiicreler biiylimekte ve protein
sentezine baglamaktadir. S fazinda ise DNA sentezi gergeklesmekte G2 fazinda ise
mitotik boliinme dncesi son hazirliklar yapilarak mitoz boliinmeye gecilmektedir. Bunlara
ek olarak GO denilen hiicre dongiisii disinda yer alan bir faz bulunmaktadir. Bu fazda
dongiiden ¢ikan hiicreler yer almaktadir. Hiicreler boliinme sinyallerini aldiklarinda G1
fazina gegmekte, diger hiicreler ise farklilagmak {izere ayrilmaktadirlar (Uludag, 2001;
Shapiro 2003). Bu fazlarin her birinde DNA miktar1 ve hiicresel aktiviteler farkli

olmaktadir.

Hiicre dongiisii evrelerini analiz etmek ve bulundurduklart DNA miktarini 6lgmek icin

akis sitometrisi sik kullanilan yontemlerdendir. Akis sitometrisinde hiicrelerin DNA

miktarlarinin ~ dl¢lilmesi DNA’ya baglanabilen floresan boyalar kullanilarak

yapilmaktadir. Bu baglamda en yaygin kullanilanlardan biri de propidyum iyodiir (PI)
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boyasidir. PI DNA’ya baglanabildigi gibi RNA’ya da baglanabilmektedir (Riccardi ve
Nicoletti, 2006). Bu nedenle hiicreler énce RNaz ile muamele edilerek RNA’lar
uzaklastirilmalidir. Ayrica PI canli hiicre zarlarindan gegemedigi icin, hiicreler gegirgen

hale getirilmelidir.
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3.  DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Geregler

Hiicre kiiltiir calismalarinda 25 cm? filtresiz ve 75 c¢cm? filtresiz, Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium-High Glucose (DMEM) (Capricorn Scientific, DMEM-HPSTA), Fotal
Sigir Serumu (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI-11A), Penisilin/Streptomisin
(Capricorn Scientific, PS-B), hiicrelerin kaldirilmasi ve sayimlari i¢in Tripsin-EDTA
(%0.25) (Thermo Fisher, 25200056) ve Tripan Mavisi (Biochrome, L.6323), Hiicre ekimi
icin 6 kuyucuklu (Greiner Bio-One, 657160), 12 kuyucuklu (Nest Scientific, 712001), 48
kuyucuklu hiicre plakasi (Greiner Bio- One, 677180) ve 96 kuyucuklu hiicre plakasi
(Greiner Bio-One, 655180), immiinofloresan boyamalar i¢cin 4 kuyucuklu (Thermo
Scientific, 17739) ve 8 kuyucuklu (Merck, PEZGS0816) chamber slide’lar, toksisitesi
arastirilan Abemaciclib (Selleckchem, S5716-5MG) ve Doksorubisin (Medchem, HY-
15142), Dimetil Siilfoksit (DMSO), DAPI igerikli kapama soliisyonu (Abcam,
Ab104139), Triton-X (Merck, 108603) ve Tween-20 (Thermo Fisher, BP337-100),
Metanol (Sigma, M10609), Glacial Asetik Asit (Carlo Erba, 64-19-7) ve Paraformaldehit
(Merck, 104005), Propidyum iyodit (Applichem, 01A2261, 0025), DAPI (Sigma,
D9542), kalsiyum ve magnezyumsuz Fosfat Tamponlu Tuz ¢o6zeltisi (PBS) (Biowest,
L0615 —500) PBS tablet (Sigma, P4417-100TAB), Agaroz (Sigma A9539-500), 3D Petri
Dish® (Sigma, Z764019-6EA), Sodyum Kloriir (Sigma S5886-500), 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil )-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum  (MTYS)
(Promega, G3580), Cell Tracker boya (Thermo Fisher; C34552 kirmizi), RNAz (Sigma,
R-4875), Alexa Fluor® 488 AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson Immuno
Research, 111-545-003), E-cadherin primer antikoru (Bioss-USA, bs-10009R), Falloidin
Alexa Fluor® 555 (Thermo Fisher, A34055), BSA Fraction V (Thermo Fisher, 15260037)

temin edilmistir.
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3.2. Mikoplazma Testi

MDA-MB-231 hiicrelerinin ¢ogalmas: sirasinda kontaminasyon baskilanmasini
degerlendirmek amaciyla hiicreler 3 pasaj boyunca antibiyotik igcermeyen besiyeri

kullanilarak tretilmitir.

MDA-MB-231 hiicreleri dncelikle 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarma hiicre sayis1 10°
hiicre/mL olacak sekilde ekilip 48 saat boyunca %5 CO> ve 37°C’lik etiivde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra besiyerleri hiicreden uzaklastirilmis ve sonrasinda
Carnoy’s fiksatifi olan 3/1 oraninda 2 mL metanol/asetik asit karisim1 hazirlanmis ve petri
ile oda sicakliginda 3 dakika boyunca bekletilerek fiksasyon islemi gerceklestirilmistir.
Bu islemden sonra hiicreler PBS ile 2 dakika boyunca bir defa yikanmistir. Yikamadan
sonra hiicrelere 300 nM DAPI eklenmis ve 15 dakika boyunca karanlik ortamda
bekletilmistir. Boyamadan sonra DAPI aspire edilmis ve tekrar 3 defa PBS ile yikanmustir.
Bundan sonra DAPI igeren kapatma soliisyonu ile kapama islemi gergeklestirilmistir.
Ardindan hiicreler floresan eklentili inverted mikroskopta (Olympus CKX41, Japan), Dp

Manager programi kullanilarak incelenmistir.

3.3. Hiicre Kiiltiir Calismalari

3.3.1. Hiicre Kiiltiirii

Sunulan tez c¢alismasi baglaminda hiicre Kkiiltiirii calismalarinda, laboratuvarimizda
bulunan MDA-MB-231 (ATCC®HTB-26) TNBC hiicre hattin1 kullanmak i¢i stoklar
hazirlanmistir. Deneylerin hepsi laboratuvarimizda bulunan laminar akima sahip Esco,

Laminar Kabin Plus II BSC kabininde steril kosullar icerisinde gerceklestirilmistir.

3.3.2. Hiicre Cozdiirme ve Dondurma

Hiicreler sivi azot tankinda (-195°C) kriyotiipler icinde dondurulmus olarak
saklanmaktadir. Sivi azot tankindan alinan hiicreler ilk olarak 2-3 dakika boyunca su
banyosunda (Niive, NB9) 37°C’de bekletilmis ve sivi faza ge¢cmeleri saglanmistir.
(Coziilen hiicreler ardindan 800 rpm’de 5 dakika boyunca (Eppendorf Centrifuge, 5810R)

santrifiijlenmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatant pipet ile ¢ekilerek uzaklastirilmigtir.
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Pelet iizerine dnceden hazirlanmis ve 1sitilmis besiyeri eklenerek dikkatlice pipetajlanmis
ve lizerinde uygun besiyeri bulunan flaska aktarilmistir. Flasklarin {izerine hiicre adi,
cozdiirme tarihi ve pasaj yazilarak 37°C %5 CO: kosullarindaki etiive (Sanyo,
MCO18AC) kaldirilarak inkiibe edilmistir. Flasklar 151k mikroskobunda incelendiginde
hiicreler %70-80 kaplama orani1 gosterdiklerinde pasajlama iglemi yapilmistir. Hiicreler
iretildikleri flasklardan tripsinizasyon islemi ile kaldirilmistir. Tripsinizasyon isleminin
ardindan siispanse hale gelen hiicreler 800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Santrifiij isleminin ardindan siipernatant uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre peleti daha
onceden hazirlanmis olan dondurma vasati ile biraraya getirilmis ve pipetaj yapilmistir.
Ardindan 1 mL olacak sekilde kriyotiiplere paylastirilmistir. Kriyotiiplerin iizerine hiicre
ile ilgili bilgiler yazilmis ve kademeli dondurmak icin ilk olarak -80°C’de

dondurulmustur. 1-2 giin sonra ise siv1 azot tankina alinmiglardir.

3.3.3. Hiicre Kiiltiirii Uretimi ve Pasajlama

Hiicreler Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyerinde %10 fotal sigir
serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin antibiyotik besiyerinde iiretilmistir (Sekil
3.1.). Hiicrelere 151k mikroskobunda incelenerek %70-80 kaplama oranina ulastiklarinda
tripsinizasyon islemi yapilmstir. Ilk olarak hiicrelerin icinde bulunduklar1 atik besiyeri
flasklardan uzaklastirilmistir. Ardindan 6lii hiicreleri ve kalan besiyerini uzaklastirmak
i¢in iki kez Tripsin/Etilendiaminotetraasetik asit (EDTA) islemi uygulanmistir. 75 cm?
flasklarda iiretilen hiicreler 2 ml Tripsin/EDTA ile 2 kere muamele edilmistir. Ikinci
islemin sonucunda flaskta 1 ml Tripsin/EDTA birakilmis ve etiivde yaklasik 3 dakika
birakilarak siispanse hale gelmeleri beklenmistir. Inkiibasyon isleminin ardindan flasklar
etiivden c¢ikartilarak mikroskopta hiicrelerin siispanse olma durumuna bakilmistir.
Stispanse hale gelmis hiicrelerin {izerine onceden su banyosunda 37°C’de 1sitilmis
besiyeri eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Daha sonra hiicre slispansiyonlar1 yeni flasklara
boliinmiis ve iizerlerine taze besiyerleri eklenmistir. Hiicreler daha sonra deneylerde
kullanilmak i¢in 37°C %5 CO: kosullarindaki etiive kaldirilmis ve deneylerde

kullanilmak tizere iiretimleri saglanmistur.
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Sekil 3.1. 2B hiicre kiiltiiriinde deney plam

3.4.  Sferoidlerin Olusturulmasi

3.4.1. Agar Jellerin Olusturulmasi

Ug boyutlu Petri Dish® kaliplarinda sferoid iiretimi igin ilk olarak kaliplara konulacak
agaroz jellerin hazirlanmasi gereklidir. Hazirlanan agar soliisyonunun katilagsmasindan
sonra bu kaliplardan dikkatlice ¢ikartilip iizerlerine hiicreler ekilmektedir. Agar jeller
iizerindeki homojen dagilmis bosluklar sayesinde, hiicreler dogal olarak kiimelenerek

sferoid mikro dokularin olusumunu gerceklestirmektedir.

Ug boyutlu Petri Dish® kaliplar sterilizasyon igin ilk olarak distile suda ¢alkanmis ve
%70’lik etil alkolde 15 dakika bekletilmistir. Kuruduktan sonra cam kaplara konularak
otoklavlanmislardir. Steril hale gelen kaliplar i¢in 500 pL olacak sekilde agar soliisyonu

hazirlanmustir.

3.4.2. Agar Soliisyonunun Hazirlanmasi

Agar soliisyonu hazirlanirken ilk olarak 1 gram agaroz toz, cam bir sise igerisine
konmustur. Daha sonra, bu agaroz tozuna 50 ml salin soliisyonu (distile su igerisinde %0,9
NaCl) eklenmistir. Elde edilen bu karisim (%2 agaroz konsantrasyonu, g/ml olarak) iyice
homojenize edildikten sonra otoklavlanmistir. Otoklavlanan agar soliisyonu oda
sicakliginda 60-70°C’ye kadar sogutulmus olup sonrasinda soliisyon sisesi alkollenerek

biyogiivenlik kabini i¢ine alinmistir. Biyogiivenlik kabini i¢inde daha onceden steril
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edilmis Petri Dish® kaliplarina mikropipet yardimiyla aktarilmistir. Oda sicakliginda
polimerlesen agar soliisyonu, kaliplardan ¢ikarilarak agar jellere doniistiiriilmiistiir. Son
olarak bu agar jeller, 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina yerlestirilmis ve hiicre
ekiminden Once yukarida belirtilen besiyerlerinin serumsuz formu (2,5 mL/kuyucuk) ile

etlivde 30 dakika stireyle inkiibe edilmistir (Sekil 3.2.).

MDA-MB-231 hiicreleri kullanilarak agar jeller iizerinde olusturulacak sferoidler igin
hiicre say1s1 belirlenmistir. Hiicre sayisini belirlerken 5x10*hiicre/agar ve 10° hiicre/agar
olarak iki farkli hiicre konsantrasyonu kullanilmistir. Bu hiicre konsantrasyonlar1 100 pL
hiicre siispansiyonu/agar olacak sekilde agar jellere ekilmistir. Hiicre konsantrasyonlari
ekildikten sonra etiive kaldirilmis ve 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan
agarlarin iizerlerine 2,5 mL besiyeri eklenmis ve etiive kaldirilmistir. Hiicreler 48 saatte
bir olmak iizere besiyerleri degistirilmis ve 6 giin boyunca ¢ap ve alan Olgiimleri

sferoidleri olusturmak i¢in kullanilacak hiicre sayis1 belirlenmistir.

—  —

Soguma

Agarozun 3D Petri Dish®’lere ekilmesi 24 saat MDA-MB-231 hiicre hattinin agar
kaliplara ekilmesi

e

I

Abemaciclib ve
| Doksorubisin
uygulama

Analizler

Sekil 3.2. 3B hiicre kiiltiirlinde deney plani

3.5.  Abemaciclib Stok Soliisyonun Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Calismada kullanilan toz halindeki Abemaciclib’in 5 mg olan ana stogu 1 ml DMSO
icerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. On ¢alismalar sonucunda Abemaciclib’in 24, 48
ve 72 saat uygulamalar i¢in secilen dozlar ana stoktan hazirlanan ara stok ¢ozeltiden

hazirlanarak serumsuz besiyeri ile seyreltilerek elde edilmistir. Doz uygulamalari, iki
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boyutlu hiicre kiiltlir deneylerinde tutunma oranlarina bagli olarak hiicre ekiminden 24
saat sonra, ii¢ boyutlu hiicre kiiltiir deneylerinde ise yine 24 saat i¢inde hiicre agregatlari
olusumunu takiben uygulanmistir. Hiicrelerin toksik cevabina gore iki boyutlu hiicre
kiiltiir deneylerinde toksik cevaba gore 10 uM, 20 uM ve 25 uM olarak segilirken ii¢
boyutlu hiicre kiiltiir deneylerinde ise 20 uM, 30 uM ve 40 uM olarak belirlenmistir.

3.6. Doksorubisin Stok Soliisyonun Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan toz halindeki Doksorubisin’in 50 mg olan ana
stogu 1 mL DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. On ¢alismalar sonucunda
Doksorubisin’in 24,48 ve 72 saat uygulamalari i¢in se¢ilen dozlar ana stoktan hazirlanan
ara stok ¢ozeltiden hazirlanarak serumsuz besiyeri ile seyreltilerek elde edilmistir. Doz
uygulamalari, iki boyutlu hiicre kiiltiir deneylerinde tutunma oranlarina bagli olarak hiicre
ekiminden 24 saat sonra, lic boyutlu hiicre kiiltiir deneylerinde ise yine 24 saat i¢inde
hiicre agregatlar1 olusumunu takiben uygulanmistir. Hiicrelerin toksik cevabina gore iki
boyutlu hiicre kiiltiir deneylerinde toksik cevaba gore 5 uM, 10 uM ve 20 uM olarak
secilirken ti¢ boyutlu hiicre kiiltiir deneylerinde ise 20 uM, 40 uM ve 60 uM olarak

belirlenmistir.

3.7.  MTS Canhlik Testi

Canlilik oranlarmin belirlenmesi i¢in, satin alian CellTiter 96 AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay (MTS) kit kullanilmigtir. Bu kit ile 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirti
plakalarinda ve 3D Petri Dish®’lerde sferoid formasyonu gerceklestirilmis MDA -MB-

231 hiicrelerinde canlilik testlerinde kullanilmustir.

iki ve ii¢ boyutlu deneylerde kullanilan MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik testleri icin,
inkiibasyon siireci sonrasinda, kuyucuklardan ve agar yiizeylerinden 100 pL slipernatant
birakilmistir. Bu islemin ardindan, her bir kuyucuga ve agar ylizeyine 20 pL MTS reaktifi
eklenmistir. Eklenen reaktif ile hiicre kiiltiirleri, 3 saat boyunca etiivde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siirecinin tamamlanmasmin ardindan, tetrazoliyum tuzlarinin hiicre
kiiltiirlerinde homojen bir sekilde dagilmasini saglamak amaciyla, ornekler 5 dakika
stireyle calkalayicida bekletilmistir. Bu islem, reaktifin hiicrelerle tam olarak reaksiyona

girmesini ve dogru sonuclarin elde edilmesini saglamak icin dnemlidir. Son olarak,
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hiicrelerin absorbans degerleri, spektrofotometre (BIO-TEK pQuant, BIO-TEK

Instruments, Inc, Amerika) kullanilarak 490 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir.

3.7.1. iki Boyutlu ve Ug¢ boyutlu Kiiltiirlerde MTS Analizi

Ik olarak MDA-MB-231 hiicreleri DMEM’li besiyerinde kiiltiire edildikten sonra 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda kuyucuk bagma 107 hiicre olacak sekilde 100 uL
hacimde kuyucuklara ekilmislerdir. Ardindan hiicrelerin 24, 48 ve 72 saat boyunca MTS

canlilik analizleri yapilmistir.

iki Boyutlu Hiicreler: Deneyin baslangicinda, MDA-MB-231 hiicreleri i¢in 10°
hiicre/mL konsantrasyonda hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Ardindan bu siispansiyon,
kuyucuklara 100 pL/kuyucuk olacak sekilde (10* hiicre) ekilmistir. Hiicreler, 24 saat
boyunca 37°C ve %5 CO; kosullarinda inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra besiyeri
kuyucuklardan dikkatlice uzaklagtirllmis ve ardindan farkli konsantrasyonlarda
Abemaciclib (10 uM, 20 uM ve 25 uM) ve Doksrubisin (5 uM, 10 uM ve 20 uM) igeren
100 pL ¢ozelti hiicrelere uygulanmistir. Bu dozlarla muamele edilen hiicreler 24, 48 ve
72 saatlik siireler i¢in tekrar inkiibasyona alimmistir. Her bir inkiibasyon siiresinin
sonunda, kuyucuklara 20 pL MTS reaktifi eklenmis ve 3 saat karanlik ortamda
bekletilmistir. Inkiibasyonun ardindan tetrazolyum tuzlarmin daha homojen hale gelmesi
icin 5 dakika boyunca hiicreler ¢alkalayicida bekletilmistir. Ardindan hiicre canliliginin
analizi i¢in hiicreler, spektorofotometreye (BIO-TEK pQuant, BIO-TEK Instruments,
Inc, Amerika) yerlestirilmis ve 490 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
kaydedilmistir.

U¢ Boyutlu Hiicreler: ilk olarak 10° hiicre/mL olacak sekilde hiicre siispansiyonu
hazirlanmis ve sferoid olusumu i¢in 37°C ve %5 CO> kosullarindandaki etiivde 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 12 kuyucuklu plakalarda bulunan sferoidlere
2,5 mL/kuyucuk olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda Abemaciclib (20 uM, 30 pM
ve 40 uM) ve Doksorubisin (20 uM, 40 uM ve 60 pM) uygulamalar1 yapilmis olup
hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik siireler i¢in tekrar inkiibasyona alimmistir. Her bir
inkiibasyondan sonra kuyucuklarin {izerine MTS reaktifi eklenmis ve 3 saat saat karanlik
ortamda bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra MTS reaktifi ile ilaglarin soliisyonu 96
kuyucuklu plakalara alindimis olup tetrazolyum tuzlarinin daha homojen hale gelmesi

icin 5 dakika boyunca hiicreler ¢alkalayicida bekletilmistir. Ardindan hiicre canliliginin
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analizi icin hiicreler, spektorofotometreye (BIO-TEK pQuant, BIO-TEK Instruments,
Inc, Amerika) yerlestirilmis ve 490 nm dalga boyundaki absorbans degerleri

kaydedilmisgtir.
Gruplarda canlilik analizi su sekilde hesaplanmaistir.

{Uygulama grubu OD}

0 =
% Canllik {Kontrol grubu OD} x 10

Tez oOnerisinde MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilik analizlerinin MTT ile olciilecegi
belirtilmistir. Ama 3B Sferoid kiiltiiriinde MTS analizi sonuglart MTT analizlerine gore

daha tutarl yanitlar vermistir. Bu nedenle deneylerde MTS canlilik analizi kullanilmistir.

3.8. Immiinofloresan Boyama

3.8.1. Canl Hiicre Boyama (Cell Tracker)

Cell Tracker boyama genellikle birden fazla hiicre kiiltiirlerinin lokalizasyonlarin1 ve

davraniglarini takip etmek i¢in kullanilan bir yontemdir.

-20°C’de saklanan CellTracker™ boya ilk olarak ana stogu 10 mM olacak sekilde DMSO
icinde ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan MDA-MB-231 hiicreleri i¢in ana stoktan 500 uM ve 15
uL olacak sekilde diliie edilmistir. Boyanin kullanilmasindan énce 37°C’de 1sitilmistir.
Boyalar ile inkiibe edilecek hiicreler uygun kofluentlige geldiklerinde besiyeri
uzaklastirilmistir. Boyalarin zardan daha rahat bir sekilde gecebilmesi i¢in steril PBS
soliisyonunda hazirlanmis %0,2’lik Tween-20 soliisyonu ile hiicreler 20 dakika boyunca
etlivde inkiibe edilmistir. Daha sonra Tween-20 uzaklastirilmis ve hiicre sayimi
gerceklestirilmistir. Hiicre sayiminin ardindan hiicreler 15 mL falkonlara aktarilmis ve
800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Bu sirada 500 pL hacimde 15 uM
derisimde CellTracker™ boya serumsuz besiyerinde hazirlanmistir. Santrifiijiin ardindan
besiyeri aspire edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirilarak
iizerlerine hazirlanan boya eklenmistir. Ardindan hiicreler etlive kaldirilarak 45 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler tekrar 800 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Boyal1 siipernatantin uzaklastirilmasindan sonra hiicrelerin {izerine

serumlu besiyeri eklemistir.
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iki Boyutlu Hiicreler: Deney igin 48 kuyucuklu hiicre plakalar1 kullanilmistir. MDA-
MB-231 hiicreleri kuyucuk basmna 10° hiicre/400 puL olacak ekilmistir. Ekimin ardindan
aliminyum sarili hiicre plakalar1 etiive kaldirilarak inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan hiicreler Olympus CKX18 inverted mikroskop ile goriintiilenmis

ve Cellsens Master Software V1.12 Programu ile floresan goriintiiler ¢cekilmistir.

Uc Boyutlu Hiicreler: CellTracker™ boyama protokolu 2B kiiltiirde bahsedildigi gibi
yapilmustir. i1k olarak 10° hiicre/mL olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve
sferoid olusumu i¢in 37°C ve %5 CO; kosullarindandaki etiivde 24 saat inkiibe boyunca
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 12 kuyucuklu plakalarda bulunan sferoidlere 2,5
mL/kuyucuk olacak serumlu besiyeri eklenmistir. Ardindan sferoidler karanlik ortamda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan sferoidler Olympus CKXI18 inverted
mikroskop ile goriintiilenmis ve Cellsens Master Software V1.12 Program ile floresan

goriintiiler ¢ekilmistir.

3.8.2. E-Kaderin immiinofloresan Boyamasi

MDA-MB-231 hiicreleri kuyucuk basina 10° hiicre/300 pL olacak sekilde chamber slide
plakalara ekilmistir. Ardindan hiicrelerin kuyucuklara tutunmasinmi saglamak igin 37°C
sicaklik ve %5 CO: kosullarinda 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Hiicre baglanti
noktalarin1 tespit etmek amaciyla kullanilan E-kaderin boyama asagidaki sekilde

gergeklestirilmistir.

e Hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan sonra, %4 paraformaldehit c¢ozeltisi
eklenerek +4°C’de 15 dakika fikse edilmistir.

e Fikse edilen hiicreler PBS ile 3 defa 2 dakika yikanmustur.

e PBS aspire edildikten sonra hiicre permeabilizasyonunu saglamak i¢in %0,2
Triton X igeren PBS ¢ozeltisinde ¢alkalayici iizerinde 3 kez, 10 dakika siireyle
bekletilmistir.

e Daha sonra hiicreler tekrar PBS ile 3 defa 2 dakika yikanmustir.

e Blokaj icin hiicreler %3’liik BSA ile 45 dakika inkiibe edilmistir.
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e Primer antikor olarak, tavsanda tiretilmis insan poliklonal E-kaderin antikoru %3
BSA i¢inde 1:50 oraninda seyreltilerek hiicrelere uygulanmis ve nemli, karanlik
bir ortamda oda sicakliginda bir gece inkiibasyona birakilmaistir.

e inkiibasyon tamamlandiktan sonra hiicreler PBS ile ii¢ kez, her seferinde 3 dakika
yikanmustir.

o Kegide liretilmis ve tavsana karsi gelistirilmis Alexa Fluor® 488 (yesil) ile isaretli
sekonder antikor, %3 BSA i¢inde 1:500 oraninda seyreltilerek hazirlanmis ve 1
saat boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir.

e Uygulamadan sonra hiicreler PBS ile 3 defa 3 dakika yikanmustur.

e Son olarak, chamber slide plakalar ¢ikarilmis, DAPI iceren kapatma ¢ozeltisi
uygulanarak lamel ile kapatilmis ve hazirlanan preparatlar Olympus CKX18

inverted mikroskop ile goriintiilenmistir.
3.8.3. F-Aktin Immiinofloresan Boyamasi

MDA-MB-231 hiicreleri kuyucuk basina 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 4 kuyucuklu
chamber slide plakalara ekilmistir. Hiicrelerin yiizeye tutunmasini saglamak amaciyla,
37°C ve %5 CO: kosullarinda 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Abemaciclib’in
uygulamasindan once ve sonra hiicre iskeletindeki hasarlar1 tespit etmek i¢in kullanilan

F-aktin boyama asagida yer alan protokole gore gerceklestirilmistir.

e Hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan sonra, %4 paraformaldehit c¢ozeltisi
eklenerek oda sicakliginda fikse edilmistir.

e Fikse edilen hiicrelerden fiksatif uzaklastirildiktan sonra %0,3 Triton X igeren
PBS c¢ozeltisi ile ii¢ kez, her seferinde 2 dakika boyunca yikanmistir.

e Blokaj islemi i¢in hiicreler %3 BSA iceren ¢ozelti ile 45 dakika inkiibe edilmistir.

e 66 uM (400X) Phalloidin Alexa Fluor 555 (Kirmizi) ana stogu, DMSO i¢inde
seyreltilmis ve ardindan %0,1 BSA igeren PBS ¢ozeltisinde (0,5 puL ana stok/200
uL BSA/PBS) seyreltilerek calisma soliisyonu olarak kullanilmistir. Soliisyon
hiicrelere uygulandiktan sonra oda sicakliginda karanlik ortamda 1 saat boyunca
inkiibe edilmistir.

e Ardindan hiicreler PBS’ ile 3 defa 2 dakika yikanmstir.
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e Son olarak, chamber slide plakalar ¢ikarilmis, DAPI iceren kapatma soliisyonu ile
lamel kapatilmis ve hazirlanan preparatlar Olympus CKX18 ters mikroskop

altinda goriintiilenmistir.

3.9. Akis Sitometride Hiicre Dongiisiiniin Belirlenmesi

MDA-MB-231 hiicreleri 6 kuyucuklu hiicre plakalarina baslangi¢ sayis1 3x10° olacak
sekilde ekilmistir. Hiicrelere Abemaciclib uygulamasindan 48 saat sonra akis

sitometrisinde hiicre dongiisii analizi yapilmistir.

e Hiicrelerin iizerine Tripsin/EDTA soliisyonu eklenmis ve hiicreler 3 dakika
boyunca 37°C’de etiivde inkiibe edilmistir. Bu islem sonrasinda, tripsin
aktivitesini durdurmak ve hiicreleri toplamak i¢in serum iceren besiyeri ilave
edilmistir.

e Toplanan hiicreler daha sonra 4°C’de 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis
sonrasinda ise olusan slipernatant uzaklagtirilmistir.

e Kalan hiicre pelletinin iizerine 3 ml PBS eklenmis ve vortekslenerek hiicreler
tekrar resiispanse edilmistir. Daha sonra hiicreler %70’lik alkol ile fikse edilmis
ve 4°C’de bir gece boyunca bekletilmistir.

e Hiicreler bekletildikten sonra 4°C’de 1200 rpm hizinda 5 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Siipernatant tekrar uzaklastirilmis ve pellet, 1 mL PBS eklenerek
yikanmustur.

¢ Yikama isleminin ardindan hiicrelerin tizerine 70 pL. RNaz (100 pg/mL) ve 50 uL
Propidyum Iyodiir (PI) (50 pg/mL) eklenmistir. Boyama sonrasi drnekler oda
sicakliginda 151k almayacak sekilde 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

e inkiibasyondan sonra hiicreler tekrar resiispanse edilmis ve akis sitometrisi
tiiplerine aktarilmigtir. Hiicre dongiisii analizi, Beckman Coulter Cytoflex LX
(USA) cihazinda 15.000 cekirdek sayilarak gerceklestirilmistir. Olgiimler, iki
degiskenli histogram kullanilarak degerlendirilmis ve hiicre dongiisii fazlar
(GO/G1, S, G2/M) Multicycle (Phoenix, USA) yazilim programi araciliiyla

yiizde oranlar1 hesaplanarak belirlenmistir.
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3.10. istatistiksel Analiz

Calisma sonucu elde verilerin istatistiksel analizinde Graphpad Prism 10 Programi
kullanilmistir. Istatistiksel 5nem kontrolii P< 0,05 diizeyinde yapilmistir. Abemaciclib ve
Doksorubisin ilaglarinin hiicre kiiltiirleri izerindeki etkisi i¢in varyans analizi (ANOVA)
kullanilmigtir. Deneylerde 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar incelendiginden dolay1
varyans analiz modeli olusturulurken her deger i¢in “doz grubu” ve “inkiibasyon siiresi”
olmak iizere iki bagimsiz degisken sec¢ilmistir. Buna bagl olarak, iki yonlii varyans
analizi (Two-Way ANOVA) tercih edilmistir. Iki yonlii varyans analizinin sonuglarinin
anlamliliklarina bagli olarak post hoc testler uygulanmistir. Farkli doz gruplarin kontrole

kiyasla anlamlilik farklarini degerlendirmek i¢in Dunnett’s Testi kullanilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Mikoplazma Testi

MDA-MB-231 hiicreleriyle gerceklestirilecek deneylere baslamadan 6nce mikoplazma
testi yapilmistir. Hiicre cekirdekleri DAPI ile boyanarak olast mikoplazma varligi
degerlendirilmis ve boyama sonucunda ekstraniikleer herhangi bir 1s1ma goriilmemistir.

Boylelikle kontaminasyon olmadigi dogrulanmis ve deneylere baglanmistir.

4.2.  Sferoidlerin Olusturulmas: ve Cap-Alan Ol¢iim Sonuglar

MDA-MB-231 hiicreleri 3B Petri Dish'lere ekilmelerinin ardindan alt1 giin boyunca
diizenli araliklarla inverted mikroskop altinda sferoid yapilar1 incelenmis ve ¢ap ile alan
Olciimleri CellSense Master V1.12 programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneyler,
sferoid olusumu ve morfolojik biitiinliigiin degerlendirilmesi amaciyla, farkli hiicre
konsantrasyonlar1 kullanilarak tasarlanmistir (Sekil 4.1.). Bu kapsamda iki ayr1 grup,
sirastyla 3B Petri Dish'lere 5x10* hiicre/agar ve 1x10° hiicre/agar konsantrasyonlarinda
ekilmistir. Bu yaklasim, hiicre konsantrasyonlarinin sferoid olusumu tizerindeki etkisini
ve mikrodoku biitiinliigliniin saglanmasi i¢in gerekli olan hiicre sayisini belirlemek igin

uygulanmistir (Sekil 4.2.).

Birinci giin, 5x10* hiicre/agar grubunda sferoid cap1 ortalama 235,45 um iken, 1x10°
hiicre/agar grubunda bu deger 264,95 um olarak kaydedilmistir. Altinc1 gliniin sonunda,
5x10* hiicre/agar grubu icin ortalama ¢ap 303,89 pum'ye, 1x10° hiicre/agar grubu i¢in ise
415,02 pm'ye ulasmustir. Toplam ortalama ¢ap degerlerine bakildiginda, 5x10* hiicre/agar
grubunda 252,64 um ve 1x10° hiicre/agar grubunda 287,00 um olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.3.).

Alan dlgiimlerinde, 1.giin 5x10* hiicre/agar grubunda 46458,5 um? 1x10° hiicre/agar
grubunda ise 58484,21 um? degerleri elde edilmistir. inkiibasyon siirecinin 6. giiniinde,
5x10* hiicre/agar grubunun sferoid alani 74894 pm?ye ulasirken, 1x10° hiicre/agar
grubunun alan1 131232 pm? olarak belirlenmistir. Her iki grup igin hesaplanan ortalama
sferoid alanlar1, 5x10* hiicre/agar igin 52907,99 pm? ve 1x10° hiicre/agar icin 67486,9
um?'dir (Sekil 4.4.).
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Bu veriler 1siginda, 1x10° hiicre/agar konsantrasyonunun, 5x10* hiicre/agar
konsantrasyonuna goére hem c¢ap hem de alan agisindan anlamli olarak daha biiytlik
sferoidler olusturdugu gozlemlenmistir. Bu nedenle 1x10° hiicre/agar grubu ileriki

deneylerde kullanilmak iizere se¢ilmistir.

Hiicre Sayisi

Inkiibasyon Zamam 5x10*hiicre/agar 1x10° hiicre/agar

0 saat

24 saat

48 saat

72 saat
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96 saat

120 saat

144 saat

Sekil 4.1. Sferoid hiicre gruplarinda 6 giin (144 saat) boyunca sferoidlerin inverted
mikrop goriintiileri (Olgek Cubugu: 10x).

Sekil 4.2. 1x10° hiicre/agar gruplarinda 24 saat sonra a. sferoid alan ve b. ¢ap &l¢iimii

(Olgek Cubugu: 10x).
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MDA-MB-231 Sferoidlerinde Alan Olgiimii

1 50000

Alan (um*2)

Sekil 4.3. Sferoidlerin 5x10* ve 1x10° hiicre/agar grubunda alan 6l¢iimii.
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Sekil 4.4. Sferoidlerin 5x10* ve 1x10° hiicre/agar grubunda ¢ap 6l¢iimii.

MDA-MB-231 Hiicrelerinde Cap Olciimii
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4.3. 2B ve 3B Kiiltiirlerde Canliik Analizi Sonuclar:

4.3.1. iki Boyutlu Hiicrelerde Canhlik Analizleri

MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanan Abemaciclib'in hiicre canliligi tlizerindeki

etkileri, pozitif kontrol grubu olarak Doksorubisin kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil
4.5). Abemaciclib, 10 uM, 20 uM ve 25 uM dozlarinda uygulanmis ve 24, 48, ve 72

saatlik inkiibasyon periyotlarinda hiicre canliliginda zamanla azalma gozlemlenmistir. 72

saat sonunda, en yiiksek dozun en belirgin etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Doksorubisin

ise 5 uM, 10 uM ve 20 uM dozlarinda pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Bu

ajanin, MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda en yiiksek iki

dozun da hiicre canliligin1 zamana ve doza bagh azalttigi gdézlenmistir (Sekil 4.6.).

Abemacilib’in MDA-MB-231 hiicrelerindeki ICso degeri ¢izelge 4.1.’de yer almaktadir.

24 saat

48 saat

72 saat

Kontrol

Abemaciclib-
10 uM

Abemaciclib-
20 uM
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Abemaciclib-
25 uM

Doksurubisin-
5uM

Doksurubisin-
10 uM

Doksurubisin-
20 uM

Sekil 4.5. 2B kiiltiirde Abemaciclib ve Doksurubisin uygulamasindan sonra inverted
mikroskop goriintiileri (Olgek Cubugu: 10x).
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MDA-MB-231 2B MTS Analizi
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Sekil 4.6. MDA-MB-231 2B hiicre kiiltiiriinde 24, 48 ve 72 saat Abemaciclib ve
Doksorubisin’in uygulamasi sonrasi canlilik analiz sonuglari. a: Kontrol grubundan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). b: Abemaciclib 25 uM grubundan
grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05). c¢: Doksorubisin 20 uM

grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

4.3.2. Uc Boyutlu Hiicrelerde Canhlik Analizleri

MDA-MB-231 sferoidlerinde Abemaciclib'in hiicre canlilifi tizerindeki etkileri
incelenmis ve Doksorubisin de pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir (Sekil 4.7.).
Abemaciclib, 20 uM, 30 uM ve 40 uM dozlarinda uygulanmis ve 24, 48, ve 72 saatlik
inkiibasyon periyotlarinda hiicre canliliklar1 gdzlenmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda,

Abemaciclib'in doz artigina bagl olarak hiicre canliliginda azalma oldugu ve en yiiksek
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dozun en yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ornegin, Abemaciclib'in
40 uM dozu 24 saat sonunda hiicre canliligin1 %48,71'e diisiirmiistiir. Ancak, daha uzun
inkiibasyon siirelerinde (48 ve 72 saat), hiicre canliligi bir miktar artis gdstermistir.
Doksorubisin ise 20 uM, 40 uM ve 60 uM dozlarinda pozitif kontrol grubu olarak
kullanilmigtir. Doksorubisin de MDA-MB-231 sferoidlerinde, Abemaciclib gibi, 24
saatlik inkiibasyon sonunda doz artisina bagli olarak hiicre canliligini azaltmis ve en
yiiksek dozun en belirgin hiicre canliligt azalmasina neden oldugu gdzlemlenmistir.
Ayrica, zamana bagl olarak inkiibasyon siiresi arttik¢a sferoidlerin ilaclara kars1 direng
kazandig1 da tespit edilmistir. Bu bulgular, MDA-MB-231 sferoidlerinde Abemaciclib'in
giclii bir sitotoksik ajan oldugunu ve hiicrelerin zamanla bu ajanlara direng
gelistirebilecegini  gostermektedir  (Sekil 4.8.). Abemacilib’in MDA-MB-231
sferoidlerindeki 1Cso degeri Cizelge 4.1.’de yer almaktadir.
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24 saat

Kontrol

Abemaciclib-20
uM

Abemaciclib-30
uM

Abemaciclib-40
M

Doksurubisin-
20 uM

Doksurubisin-
40 uM

Doksurubisin-
60 uM

48 saat

72 saat

Sekil 4.7. Sferoidlerde Abemaciclib ve Doksurubisin uygulamasindan sonra inverted

mikroskop goriintiileri (Olgek Cubugu: 10x).
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MDA-MB-231 Sferoidlerinde MTS Analizi

% Canlilik

Doz Gruplari

mmm 24 saat ==mR 48 ggat EEE 72 saat

Sekil 4.8. MDA-MB-231 3B hiicrelerinde Abemaciclib ve Doksorubisin’in farkli
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlarda canlilik analiz sonuglari. a: Kontrol
grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05). b: Abemaciclib 40 uM
grubundan grubundan istatistiksel olarak Onemli derecede farkli (P<0,05). c:

Doksorubisin 60 M grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

Abemaciclib ICso (uM)

2B Kiiltiir 3B Kiiltiir

21,471 pM 37,126 uM

Cizelge 4.1. Abemaciclib’in 2B ve 3B Kiiltiirlerde ICso (uM) degerleri
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4.4. Immiinofloresan Boyama

4.4.1. Canh Hiicre Boyama (CellTracker™)

CellTracker™ boya kullanilarak hem MDA-MB-231 hiicre hattinin hem 2B kiiltiirde hem
de 3B sferoid modellerinde hiicre lokalizasyonu ve morfolojileri floresan boyamada
goriintiilenmistir (Sekil 4.9). Bu boyama sonucunda, MDA-MB-231 sferoidlerinin tek bir
hiicre tipinden olusan homojen ve biitiinciil bir yap1 sergiledigi gosterilmistir. Bu bulgu,
modelin yapisal biitiinliigiinii dogrulasa bile Abemaciclib’in sitotoksik etkilerinin altinda
yatan mekanzimalar1 tam olarak acgiklamamakla birlikte hiicrelerin 3B kiiltiirde
konumlarinin net bir sekilde inverted mikroskop ile net bir sekilde goriintiilenebilmesi
tekrar degerlendirme yapilmasina imkan vermistir. Boylece tezin bu noktadaki odag:
hiicrelerin morfolojik degisiklikleri ve Abemaciclib’in etkilerinin incelenmesi i¢in diger
immiinfloresan boyamalar ve akis sitometrisi ile dogrudan dogrudan analiz edilebilmesi
olmustur. Dolayisiyla, CellTracker™ boyamasi, 3B sferoid modelinin basaril1 bir sekilde
olusturuldugunu gdésteren onemli bir dogrulama adimi olarak hizmet etmis, ancak tezin
ana bulgular1 ve tartismasi, daha mekanistik veriler sunan diger immiinofloresan

boyamalar ve akis sitometrisi analizleri iizerine yogunlastirilmistir.

Sekil 4.9. MDA-MB-231 hiicrelerinde CellTracker™ boyama A. 2B kiiltiir. B. Sferoid
(3B Kiiltiir) (Olgek Cubugu: 10x).
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4.4.2. E-Kaderin immiinofloresan Boyama

E-kaderin’in MDA-MB-231 hiicrelerinde varligin1 belirlemek i¢in immiinofloresan
boyama yapilmistir. Calismada farkli boyama metodlart kullanilmistir. Ancak bir E-
kaderin ifadesi olmadig1 i¢cin immiinofloresan mikroskopta goriintii alinamamistir. Buna
bagl olarak, farkli fiksasyon, permeablizasyon ve boyama protokolleri denenmistir.
Alternatif fiksasyon yontemi olarak paraformaldehit ile oda sicakliginda 20 dakika
inkiibasyon, permeabilizasyon i¢in %0,1-0,5 Triton-x, %5 ke¢i serumu ile blokaj, 1:100
ile 1:200 primer diliisyon oranlari, 2 saat +4°C’de inkiibasyon, sekonder antikor i¢in ise
1:500-1:1000 arasinda degisen diliisyonlar kullanilmistir. Ancak uygulanan farkl
metotlara ragmen, MDA-MB-231 hiicrelerinde mikroskopta herhangi bir goriintii
almamamustir. Literatiirde Kowalczyk ve Nanes (2012) tarafindan da belirtildigi gibi, E-
Kaderin’in hiicre yiizeyinde siirekli olarak endositoz ve geri donilisim siirecleri ile
diizenlendigi ve bu durumun hiicreler arasi adezyon giiclinii dogrudan etkiledigi
bilinmektedir. Bu nedenle, ¢alismada kullanilan hiicre hatti (MDA-MB-231), kiiltiir
kosullar1 ve uygulanan protokoliin, 6zellikle permeabilizasyon ve antikor inkiibasyonu
asamalarinda E-kaderinin yiizey stabilitesini bozmus olmasi muhtemeldir. Ozellikle
permeabilizasyon iglemi sirasinda hiicre membran biitlinliiliniin bozulmas1 veya E-
kaderinin hiicre yiizeyinden kaybolmasi nedeniyle, antikorlarin hedef proteine erisiminin

zorlagsmis olabilecegi ongoriilmektedir.

4.4.3. F-Aktin immiinofloresan Goriintiileri

MDA-MB-231 hiicrelerine 24 saat boyunca Abemaciclib uygulamasinin ardindan,
hiicrelere mekanik destek saglayan hiicre iskeleti elemanlarindan olan F-aktin
filamentlerini belirlemek amaciyla immiinfloresan boyama uygulanmis ve ardindan
immiinofloresan mikroskopta inceleme gerceklestirilmistir. Kontrol grubunda yer alan F-
aktin filamentlerinin sitoplazma ve hiicre zarinda diizenli ve homojen bir sekilde dagildig:
gozlenmistir. 10 uM Abemaciclib uygulamasinda ise F-aktin filamentleri kontrole gore
kiyaslandiginda filamentler kalinlagsmis ve hiicrelerin uzantilarinin arttigi ve hiicre
iskeletinin hiicre biitlinliiglini  koruyamamaya bagladigi goézlenmistir. 20 puM
Abemaciclib uygulamasindan sonra ise F-aktin filamentleri baz1 bolgelerde kaybolmus

ve ¢ok biiyiik bir miktarda da azaldig: tespit edilmistir. Ayrica hiicre sinirlarinin netlikleri
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de kaybolmustur. Hiicre seklini kaybetmis ve hiicre iskeletinin ise tamamen dagiiklastig

tespit edilmistir. Abemaciclib’in doz miktarinin artmasi hiicresel biitiinliiglin yitirilmesine

ve buna bagli olarak da F-aktin filamentlerinin yapisinin dagilmasina sebep olmustur

(Sekil 4.10.).

Sekil 4.10. MDA-MB-231 hiicrelerinde F-aktin immiinofloresan boyama goriintiileri. A.
Kontrol, B. 10 pM Abemaciclib, C. 20 uM Abemaclib (Ol¢ek Cubugu: 40x).

4.5. Akis Sitometri Hiicre Dongiisii Sonuclar:

MDA-MB-231 hiicrelerine 48 saat boyunca Abemaciclib 10 uM ve 20 uM uygulanarak,
ilacin hiicre dongtileri iizerindeki etkileri incelenmistir. Akis sitometrisi ile analiz edilen
hiicre dongiisii profilleri kontrol grubu da eklenerek 10 pM ve 20 puM dozlar
karsilastirilmistir (Sekil 4.11.). Kontrol grubunda, hiicrelerin ¢ogunlugu G0/G1 fazinda
(%39,55) bulunurken, S fazinda %13,55 ve G2/M fazinda %16,90 oraninda hiicre
saptanarak hiicrelerin dengeli dagildig1 gézlenmistir. 10 uM Abemaciclib uygulamasinda
ise hiicrelerin en ¢ok G0/G1 fazinda %45,11 ile en ¢ok toplandigi, buna karsin S fazindaki

hiicre oraninin azaldig1 (%8,58) ve G2/M fazindaki hiicre oraninin ise kontrol grubuna
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kiyasla arttig1 (%21,39) gozlenmistir. 20 pM Abemaciclib’in uygulandigi grupta ise
G0/G1 fazinda tutulan hiicrelerin biiyiik bir oranda diistiigi (%19, 35) buna karsin G2/S
fazinda ise hiicrelerin en ¢ok tutuklu kaldigi (%44,05) tespit edilmistir. S fazinda ise 10
uM uygulamasindaki gibi S fazindaki hiicre orani ¢ok diisiik olarak tespit edilmistir (Sekil
4.12.).

Abemaciclib 10 pM

Count

B610-A

10°
B610-A

Sekil 4.11. Abemaciclib uygulamasinin (10 uM ve 20 uM) MDA-MB-231 hiicrelerindeki
hiicre dongiisii dagilimi iizerindeki etkilerini gosteren akis sitometrisi histogram

grafikleri.
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Hiicre Yiizdesi (%)

Akis Sitometrisi m Kontrol ®10 yM m20 uM

60
50
40
30
20
10 I I I I
0 G0/G1 S G2/M
m Kontrol 39,55 13,55 16,90
u10pM 45,11 8,58 21,39
u20uM 19,35 9,66 44,05

Hiicre Dongiisii Fazlari

Sekil 4.12. Abemaciclib uygulamasiin (10 uM ve 20 uM) MDA-MB-231 hiicrelerindeki
hiicre dongiisii dagilimu lizerindeki etkilerini gdsteren akis sitometrik analizi (GO/G1, S

ve G2/M fazlarindaki hiicre yiizdeleri, kontrol hiicreleriyle karsilagtirilmistir).
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5.  TARTISMA

Kanser, diinya genelinde en yaygin ve dliimciil hastaliklarin basinda gelmekte olup en
yaygin oliim sebeplerinden biridir (Wild, Weiderpass ve Stewart, 2020). Kanser tiirlerinin
arasinda en Oliimciilleri arasinda yer alan meme kanseri, kansere bagli 6liimlerin baginda
gelmektedir. Her ne kadar tedavi segenekleri gelistirilmis olsa bile 6zellikle metastatik
meme kanserleri 6liim nedenlerinin yaklasik %15’ini olusturmaktadir. Metastatik meme
kanser alt tipi olan {i¢lii negatif meme kanseri (TNBC), ER, PR ve HER-2 ifadelerine
sahip olmadig1 i¢in hormonal ve hedefe yonelik tedavilere yanit vermeyip en koti
prognoza sahiptir. Bu durum bu alt tipe sahip hastalarin tedavisinde kemoterapi siiresini
uzatmakta ancak bu durum tiimoérlerin kemoterap6tik ajanlara karsi direng gelistirmesine
ve buna bagl olarak ilaclarin yan etkilerini arttirmaktadir. Bu da klinik basariy1

kisitlamaktadir.

Preklinik c¢alismalarda in vitro calismalarda kullanilan diisiik maliyetli ve kolay
erisebilirlikleri ile 2B hiicre kiiltiirleri en ¢ok tercih edilen teknik haline gelmislerdir
(Wang ve ark., 2022). Yine de 2B hiicre kiiltlirleri, kanser hiicrelerinin gelistigi timor
mikro ¢evrelerini ve kanser hiicrelerinin etkilesimlerini tam olarak yansitamamaktadirlar.
Bu nedenle son yillarda gelisen teknikler ile timor ortamini ¢ok daha iyi yansitan 3B
hiicre kiiltiirlerinin kullanimlar1 yayginlasmaya baslamistir. MDA-MB-231 hiicre hatti
TNBC alt tipine ait bir hiicre hattidir (Lehmann ve ark., 2011). Bu hiicre hatti
ozelliklerinden dolay1 in vitro kosullarda ilag¢ direnci ve hiicre davranislarinda ayrica 3B
ortamlarda da agresif kanser hiicrelerinin g¢evreleri ile davraniglarinin incelenmesi
transwell invazyon testleri ve 3B sferoid kiiltiirleri gibi ¢aligmalarda kullanilmaktadir

(Bonnier ve ark., 2015).

Tez ¢alismast kapsaminda MDA-MB-231 hiicre hatti, 5x10* hiicre/agar ve 1x10°
hiicre/agar olacak sekilde iki farkli hiicre konsantrasyonunda hiicre ekimi yapilarak 3B
Petri Dish® metodu ile sferoidlerin olusturulmus ve bunlarin yapilari inverted mikroskop
ile incelenmistir. 11k giin 5x10* hiicre/agar grubunda ortalama gap degeri 235,45 um iken
altinc1 giiniin sonunda ise bu deger 303,89 um’ye ¢ikmustir. Benzer sekilde 1x10°
hiicre/agar grubunun ilk giin ortalama cap degeri 264,95 um iken altinci giiniin sonunda
ise ortalama c¢ap 415,02 pm’ye ¢ikmistir. Bu bulgu farkli hiicre konsantrasyonlarinin
TNBC hacimsel genislemesini ve metastatik dogasini fizyolojik kosullara yakin bir

sekilde taklit ettigini diisiindiirmektedir. Literatlirde MDA-MB-231 hiicre hattinin farkli
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teknikler kullanilarak olusturulan sferoidlerdeki farkli hiicre konsantrasyonlar1 farkli
boyutlar1 ortaya koymaktadir. Badea ve ark. 2022 yilinda yaptiklari ¢aligmalarinda MDA -
MB-231 hiicre hattin1 kullanarak damla basina farkl hiicre sayis1 kullanarak asili damla
yontemi ile sferoidler olusturmuslardir. Elde edilen ortalama c¢ap degerleri farkli
konsantrasyonlarda calismamiz ile uyumlu olarak farkli degerler sergilerken cap
boyutlarint zamanla azaldig: tespit edilmistir. Yapilan ol¢timlerde, bu degerler 2500
hiicre/damla grubunda ilk giin 430,71 uM iken altinci giiniin sonunda bu deger ortalama
250, 54 uM’e kadar diismiistiir. 5000 ve 8000 hiicre/damla gruplarinda da ortalama hiicre
cap1 azalmistir (Badea, Balas ve Dinishiou., 2022). Bununla birlikte, calismamiz ile
uyumlu olarak Dubois ve ark. MDA-MB-231 hiicre hatlarii kullanarak ultra diistik
baglant1 plakalar1 ve Geltrex® 3B sferoid modeli gelistirdikleri ¢alismalarinda hiicre
ekiminden sonra sferoid ortalama ¢ap degerleri zamana bagl olarak artmistir. 2000
hiicre/kuyucuk gruplarinda ortalama c¢ap degeri 612 um olurken sekizinci giliniin sonunda
bu deger 843 um’ye cikarken 10.000 hiicre/kuyucuk gruplarinda ilk giin ortalama cap 826
uM, 8. giin ortalama ¢ap diiserken 14. giin bu deger 848 uM’e ¢ikmistir. (Dubois ve ark.,
2017). Calismalarimizin sonuglar1 2019 yilinda yapilmis olan bir ¢alismanin sonuglari ile
uyumlu oldugu gorilmiistii. Bu calismada aragtiricilar MDA-MB-231 hiicre hattimi
kullanarak Matrigel destekli ortamda 3B tiimor sferoidleri gelistirmis ve olusan
sferoidlerin yapilarinin incelenmesi amaglanmistir. Yapilan sferoid gézlemlerinde 5000
hiicre/kuyucuk gruplarinda ilk giin 420 uM olan ortalama ¢ap ¢alismamizdaki ile benzer
sekilde artarak altinci giinlin sonunda bu deger 700 uM degerine ulasmistir. (Badea ve
ark., 2019). Elde edilen bulgularin farkliliklarinin kullanilan yontem farkliliklarina,
baslangictaki hiicre sayilar1 ve deneysel kosullar gibi degiskenliklerden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Buna ek olarak tez ¢alismamiz kapsaminda literatiirden farkli olarak
MDA-MB-231 hiicre hattinin 3B Petri Dish® yontemi ile sferoidlerinin olusturulmasinin
ilk uygulamasi sunulmaktadir. Bu nedenle bu yaklasim, tez 6nerisinde vurgulanan 6zgiin
degerin en 6nemli gostergesi olup literatiirdeki dnemli bir boslugu doldurmaktadir. Ayni
zamanda, yaygin etki acisindan bakildiginda, bu model sayesinde li¢lii negatif meme
kanseri gibi agresif timor hiicrelerinin 3 boyutlu kosullar altinda nasil davrandigina dair
yeni veriler elde edilmesi gerek ilag¢ endiistrisi gerekse akademik alanda gelecekteki
caligmalara 151k tutacak ve referans olusturacaktir. Bu sonuglar, hem kanser ilaglarinin
etkilerinin 3 boyutlu mikro ¢evrede gercekei bir sekilde degerlendirilmesinde hem de in

vitro kosullarin in vivo ortama yaklagsmasinda dnemli bir katki saglamaktadir.
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MDA-MB-231 hiicre hattinin iki boyutlu (2B) kiiltiir kosullarinda uygulanan
Abemaciclib’in hiicre canliligint doza ve zamana bagl olarak belirgin bigimde azalttig1
gdzlemlenmistir. Ozellikle 72 saat sonunda 25 uM dozunda hiicre canliliginin %14,02’ye
kadar gerilemesi, ilacin gii¢lii bir inhibe edici etkisini gostermektedir. Pozitif kontrol
olarak degerlendirilen Doksorubisin (5, 10 ve 20 uM) de benzer sekilde, doza ve zamana
bagli olarak canlilig diistirmiistiir. Calismada elde edilen konsantrasyonlara bagl Cizelge
4.1°de gosterilen 21,47 uM ICso degeri literatlirdeki veriler ile karsilagtirildiginda kismi
olarak benzerlik olsa da Abemaciclib’in farkli ¢alismalarda farkli sonuglar verdigini
gostermektedir. Anwer ve ark. tarafindan yapilan Abemaciclib yiiklii nanosiingerlerin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine etkilerini inceledikleri ¢calismada Abemaciclib’in
MDA-MB-231 hiicrelerindeki ICso degerini yaklasik 36,7 uM olarak bildirmislerdir
(Anwer ve ark., 2022). Sodyum biitrat ve Abemaciclib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada ise Abemaciclib’in ICso degeri 14,55 uM olurken
kombine tedavide ise bu ICso degeri 2,55 pM’a kadar diistiigii rapor edilmistir (Elnozahi
ve ark., 2023). Abemaciclib’in kullanildig1 bir baska ¢alismada da dnceki literatiir verileri
gibi farkli bir ICso degeri ¢cikmis olup bu deger ise 2,21 uM’dir (Fleisher ve ark., 2021).
O’Brien ve ark. 2018 yilinda 44 farkli hiicre hattinda Abemaciclib’in etkileri
gozlemledikleri caligmada ise ICso degeri 0,443 uM olarak hesaplanmistir (O’Brien ve
ark., 2018). Onceki senelere benzer sekilde 2025 yilinda yaymlanmus iki farkli calismada
da ICso degerleri sirasiyla 32 uM ve 18,02 uM olarak rapor edilmistir (Sharakay ve ark.,
2025; He ve ark., 2025). Verilerdeki bu farklilik hiicre ekim yogunlugu, inkiibasyon stiresi
ve kullanilan farkli formiilasyonlar gibi deneysel kosullar ile hiicre hattinin alt
popiilasyonlarina bagli degiskenlerin getirdigi farklt metodolojilerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Calismamiz, standart 2B kiiltiir kosullarinda Abemaciclib’in MDA-
MB-231 hiicrelerinin profilerasyonunu baskilayarak etkinligini dogrulayip literatiirdeki
genis ICso araliginda bu ilacin hem laboratuvar hem de klinik calismalarda doz
optimizasyonunun kritik bir 6neme sahip oldugunu gostermektedir. Sonug olarak,
Abemaciclib'in MDA-MB-231 hiicre hatt1 gibi TNBC alt tipi hiicrelerinde umut verici bir
terapotik ajan olabilecegi, ancak farmakokinetik parametrelerin dikkatle belirlenmesi

gerektigini vurgulamaktadir.

MDA-MB-231 hiicre hattinin ii¢ boyutlu (3B) Kkiiltiir kosullarinda Abemaciclib
uygulamasi sonucunda elde edilen bulgular 20, 30 ve 40 uM konsantrasyonlarinda 24

saatlik Abemaciclib uygulamasinin, sferoid canliligini belirgin dl¢lide azalttigini, ancak
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48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde kismi bir canlilik artis1 gozlendigini gostermistir.
Bu durum, ozellikle {i¢ boyutlu timér modellerinde ilag direncinin zamanla
geligebildigini ortaya koyarak, ila¢ etkinliginin uzun siireli degerlendirmelerde
degisebilecegine isaret etmektedir. Pozitif kontrol olarak kullanilan Doksorubisinin de
benzer sekilde hiicre canliligini diistirmesine ragmen, ayn1 dozlarda Abemaciclib’in daha
yiiksek sitotoksik etki gostermesi, bu ilacin triple negatif meme kanseri hiicreleri
iizerindeki potansiyel etkinligini vurgulamaktadir. Literatiir karsilastirmasinda MDA -
MB-231 hiicre hattina ait 3B sferoid modelinde Abemaciclib’in etkilerini arastiran bir
makale incelenmistir. Bu ¢alismada Abemaciclib’in MDA-MB-231 3B sferoid iizerine
etkisini floresan boyama yontemi ile incelemis olmalarina ragmen hiicre canlilik analizi
yapilmamistir (Nehme ve ark., 2025). Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Dairesi’nin (FDA) 2015 yilinda onay verdigi ilk CDK4/6 inhibitorii olan Palbociclib ile
yapilan literatiir ¢alismalarina bakildiginda (Beaver ve ark., 2015), Velez ve ark. (2022)
tarafindan bildirilen ¢alismada Palbociclib’in MDA-MB-231 sferoid modelinde 1Cs
degeri 29,7 uM olurken, bir bagka calismada ise (Doello, 2021) Palbociclib’in MDA -
MB-231 sferoidlerindeki ICso degeri 29,69 uM olarak rapor edilmistir. Palbociclib ve bu
tez caligmasinda Cizelge 4.1’de yer alan Abemaciclib’in 37,126 uM’deki ICso degeri
farkl1 ¢ikmistir. Bunun nedeni benzer etki mekanizmalarina sahip olsa ilag¢ etki
mekanizmalarinin farkl oldugu bildirilmistir (George ve ark., 2021). Bununla birlikte bir
baska inhibitér olan Ribociclib’in MDA-MB-231 3B sferoid modellerine yonelik
etkilerini inceleyen herhangi bir yayina rastlanmamistir. Literatiirdeki diger benzer
ilaglara ait ¢calismalarin az olmasi veya olmamasi bu yondeki eksikligi daha da belirgin
hale getirmektedir. Sferoid modelin, 2B modele kiyasla ilaca karsi gelisen direng
mekanizmalariin daha belirgin hale geldigi goriilmiistiir. Calismamiz ile uyumlu olarak
literatlirde, 3B modellerin in vivo tiimdr mikrogevresini daha gercekci yansitarak ilaglara
kars1 daha giiglii bir direng gosterdigi vurgulanmaktadir (Sant ve Johnston, 2017).
Sferoidlerde bulunan hiicreler aras1 ve hiicre-matris etkilesimler, temas aracili sinyaller
iireterek hayatta kalma yollarini giiclendirmektedir (Olive ve Durand, 2014). Sferoidlerin
katmanli ve cok hiicreli yapisi ilaci, oksijeni ve besinlerin i¢ bdlgeye ulagmasini
zorlastirarak sferoid merkezinde hipoksi ve besince fakir bir bolge olusturmaktadir. Boyle
bir ortamda hiicreler c¢ogunluklukla GO/G1 fazina gegerek hiicre bdliinmesini
duraksatabilir. (Minchinton ve Tannock, 2006). Bu durumda da Abemaciclib etkinligi
azalmaktadir (Imamura ve ark., 2015). Buna ek olarak sferoid yapisi ila¢ penetrasyonunu

da azaltarak, ilacin sferoidin merkezine girmesini engellemektedir (Velliou ve ark., 2020).
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Ayrica, 3B ortam, ilac1 disar1 atan pompalarin ve anti apoptotik proteinlerin artan ifadesi
ile birlikte yavas dongiilii kanser kok hiicresi benzeri alt popiilasyonlar1 zenginlestirerek
ilaca kars1 dogal bir direng havuzu olusturmaktadir (Reynolds ve ark., 2017; Vinci ve
ark., 2012). Dolayisiyla, 3B sferoid kiiltlir sistemlerinde elde edilen veriler, klinik
deneyleri 6ngérme bakimindan daha degerli ipuclar1 sunmaktadir. Sonug olarak, MDA -
MB-231 sferoid modelinde Abemaciclib’in etkinligi hakkinda sunulan bu yeni bulgular,
hem literatlirdeki 6nemli bir boslugu kapatmakta hem de ii¢ boyutlu modellerde ilag
etkilesimlerini ve direncini arastirma gerekliligine dikkat cekmektedir. Gelecekte
yapilacak caligsmalarin, basta Palbociclib ve Ribociclib gibi benzer etki mekanizmalarina
sahip ilaclar olmak iizere, farkli molekiillerle veya kombinasyon tedavileriyle 3B sferoid
modelleri kullanarak yapilmasi; diren¢ mekanizmalarinin daha i1yi anlagilmasina, tedavi
protokollerinin gelistirilmesine ve sonucta klinik uygulamalarda daha etkin yaklasimlarin

olusturulmasina katki saglayabilecektir.

Tez calismas1 kapsaminda E-Kaderin immiinofloresan boyama denemelerinde, beklenen
hiicresel sinyallerin elde edilememesi, literatiirdeki bilgiler ile tutarlilik gostermektedir.
MDA-MB-231 hiicre hattinin karakteristik 6zelliklerinden olan diisiik E-Kaderini ifadesi
veya ifade kaybi bu sonucu acgiklayan 6zelliklerden biridir. MDA-MB-231 hiicre hatti
epitelya mezenkimal gec¢is (EMG) siirecini tamamlayip mezensimal fenotipe gecmistir.
Bu gegis sirasinda, hiicreler arasi yapismada rol oynayan E-Kaderin ifadesi genellikle
azalmakta veya tamamen kaybolmaktayken, N-kaderin gibi belirte¢lerin ifadesinde artisa
neden olabilmektedir (Chu ve ark., 2013). Ayrica MDA-MB-231 hiicre hattinda E-
Kaderin eksiliginin olas1 nedenlerinden biri de bu proteinin hiicre ylizeyindeki dinamik
doniisiim dongiileri (endositoz, geri doniisiim veya proteolitik parcalanma) ile
iligkilendirilebilir. Bu dongiiler hiicreler aras1 adezyon giiciiniin kontroliinde kritik bir role
sahip oldugu bildirilmistir (Le, Yap ve Stow, 1999). Kowalczyk ve Nanes (2012)
tarafindan da vurgulandig iizere, E-Kaderin’in hiicre ylizeyindeki varlig: siirekli olarak
endositoz ve geri doniisiim siiregleri ile diizenlenmekte ve bu durum hiicreler arasi
adezyon giiciinii dogrudan etkilemektedir (Kowalczyk ve Nanes, 2012). Tez ¢alismasinda
kullanilan hiicre hatti, kiiltiir kosullar1 ve uygulanan protokoliin, 6zellikle
permeabilizasyon ve antikor inkiibasyonu asamalarinda E-Kaderin’in ylizey stabilitesini
bozmus olmasi muhtemeldir. Bu durum, MDA-MB-231 hiicreleri ile hiicre adezyon
mekanizmalar1 iizerine c¢alisirken, E-kaderin'in diisiik ekspresyonu goz oOniinde

bulundurularak alternatif molekiillerin (6rnegin, N-kaderin, Vimentin, Integrinler)
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incelenmesinin daha verimli bir yaklagim olabilecegini isaret etmektedir. Ayrica, boyama
protokoliinde tercih edilen antikorlarin etkinligi, diliisyon oranlar1 ve inkiibasyon siireleri
gibi teknik detaylarin da hedeflenen immiinofloresan sinyallerinin elde edilememesinde
rol oynadig diisiiniilmektedir. Bu faktorlerin toplam etkisi, beklenen hiicresel goriintiileri
yakalamay1 zorlastirmis olup bu durum MDA-MB-231 hiicre hattinin diisiilk E-kaderin
ifadesi ile tutarli sonu¢ vermistir. Bu durum, deneysel tasarim asamasinda hiicre hatti
seciminin ~ ve  hedeflenen  proteinin  karakteristik  Ozelliklerinin titizlikle

degerlendirilmesinin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.

Tez calismast kapsaminda Abemaciclib’in farkli konsantrasyonlarinin MDA-MB-231
hiicre hattindaki hiicre iskeleti {iizerinde olusturdugu etkileri incelemek amaciyla
gerceklestirilen F-aktin immiinofloresan boyama sonuglari, hiicre iskeletinde belirgin
doz-bagimli degisimler oldugunu gostermistir. Abemaciclib’in uygulanmayan kontrol
grupta F-aktinler sitoplazmada diizenli ve homojen bir sekilde dagilis gosterirken, 10 uM
derisimde filamentler kalinlasmis ve hiicre uzantilarinda artis olmustur. 20 uM’de ise
filamentler belirgin bir sekilde kayboldugu ve hiicre sinirlarinin tamamen netliginin
kayboldugu gézlenmistir. Bu durum, hiicrelerin morfolojik biitlinliigliniin bozuldugunu
ve iskelet yapisinin daginik bir goriiniime biiriindiigiinii gostermektedir. Elde edilen
bulgular, Abemaciclib dozunun artmasiyla F-aktin filamentlerinde belirgin bir
bozulmanin meydana geldigini, buna bagli olarak hiicre biitiinliigliniin ve seklinin
kayboldugunu ortaya koymaktadir. Literatiir incelendiginde, Wu ve ark. 2016 yilinda
yaptiklar1 bir ¢calismada, Sinoporfirin Sodyum (DVDMS) aracili fotodinamik tedavinin
(PDT) MDA-MB-231 hiicrelerinde etkilerini incelediklerinde, bu tedavinin F-aktin
kaybina neden oldugu ve bu durumun hiicre hareketliligini azalttig1 bulmuslardir. 2020°de
yapilan bir ¢alismada, giiclii bir antikanser aktivitesine sahip oldugu bilinen kebulinik
asit’in MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerine yarattig1 etkiler incelendiginde, bu bilesigin
kanser hiicrelerinde invaziv 6zelligi etkiledigini ve F-aktin boyamada ise kontrol grubuna
gore stres liflerinin yapisinda yer alan F-aktinin kaybina bagli olarak hiicre hattinin
epitelyal mezensimal gecisin geriledigi, epitelyal bir fenotipe gectigi ve bu nedenle hiicre
gocii ve metastazi azalabilecegi rapor edilmistir (Sharma ve ark., 2020). Eyes Absent
(EYA) tirozin fosfatazlar enzimine duyarli ve kendi kendine toplanabilen peptitlerin
gelistirildigi ve bunlarin da Doksurubisin etkinligini arttirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada
bu peptitler hem kendi baslarina hem de Doksurubisin ile birlikte MDA-MB-231

hiicrelerine uygulandiginda peptitlerin uygulandig1 hiicrelerde F-aktin yapisinin
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bozuldugu, yiiksek konsantrasyonlarda bu bozulmanin daha da arttigi bildirilmistir.
Ayrica kombine uygulamadan sonra ise F-aktin yapisinin neredeyse ortadan kalktigi
tespit edilmistir (Carney ve ark., 2024). Baska bir ¢alismada uygulanan antikanser
tedavisinin MDA-MB-231 hiicrelerinde F-aktin mekanizmasini bozdugu rapor edilmistir.
Bu ¢alismada arastiricilar Laktoferrin ile MDA-MB-231 hiicre hattint muamele etmisler
ve bu bilesigin hiicredeki F-aktin aginin kaybolmasina yol agtigini ve bunun sonucunda
da EMT’ nin geriledigi ve hiicre gdcliniin zayifladigi gozlenmistir. Tez ¢aligsmasinda
kullanilan Abemaciclib ile elde edilen F-aktin kaybi, literatiirdeki ¢aligsmalar ile uyumlu
olarak hiicre biitiinliglinii ve yapisin1 bozarak hiicre gociinii yavaslatabilecegi ve
metastazi engelleyebilecegi Ongoriisiinii gliclendirmektedir. Bu sonuglarin deneysel
olarak dogrulanmasi, ilacin anti-metastatik potansiyelini netlestirecektir. Bununla birlikte
diger CDK4/6 inhibitérleri olan Palbociclib ve Ribociclib’in MDA-MB-231 hiicre
hattinda benzer hiicre iskeleti hasarini etkileyen ya da MDA-MB-468, Hs578T, BT-549
gibi diger triple negatif meme kanseri (TNBC) hiicre hatlarinda bu ilaglarin iskelet yapisi
iizerindeki etkilerini konu alan bir calismaya rastlanmamistir. Dolayisiyla bu literatiir
eksikligi hem MDA-MB-231 hiicre hattinda hem de diger TNBC hiicre hatlarinda CDK-
4/6 inhibitorlerinin hiire iskeleti hasar1 ve buna bagh diren¢ mekanizmalarin incelenmesi
icin daha fazla ¢caligmaya ihtiyag¢ oldugu goriilmektedir. Bu alandaki eksiklikler goz oniine
alindiginda yalnizca Abemaciclib’in MDA-MB-231 hiicre iskeleti lizerindeki olumsuz
etkilerine 151k tutmakla kalmamakta, ayn1 zamanda CDK4/6 inhibitorlerinin genel olarak
hiicre morfolojisi ve iskelet dinamikleri iizerindeki roliine iliskin eksikligi de gozler

Oniine sermektedir.

Calismamizda, Abemaciclib’in MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre dongiisii dagilimi
iizerindeki etkileri akis sitometri yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen bulgular,
Abemaciclib’in doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu baskiladigin1 ve hiicre
dongiistinii farkli fazlarda durdurdugunu net bir sekilde ortaya koymaktadir. Abemaciclib
gibi CDK4/6 inhibitorleri Rb proteininin fosforilasyonunu engelleyerek E2F
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini baskilayarak kanser hiicrelerini genel olarak
GO0/G1 fazinda durdurmaktir. (Zhou ve ark., 2020). Bu bilgi ile uyumlu olarak, MDA -
MB-231 hiicrelerine uygulanan 10 pM derisimdeki Abemaciclib’in uygulanmasi
sonrasinda hiicreler ¢ok biliylik oranda GO/G1 fazinda tutuldugunu (%45,11), buna
karsilik S fazina gecisin belirgin bir sekilde azaldigin1 ve G2/M fazinda ise birikimin bir
miktar arttig1 (%21,39) tespit edilmistir.
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Literatiirde, Sherr ve arkadaslarinin (2016) ¢alismasi, Abemaciclib’in hiicre dongiisiinii
oncelikli olarak G1 fazinda bloke ederek DNA sentezini inhibe ettigini raporlamigtir
(Sherr vd, 2016). Bir bagka caligmada da elde ettigimiz bulgular ile uyumlu olarak
Abemaciclib’in MDA-MB-231 hiicre hattin1 farkli konsantrasyonlarda GO/G1 fazinda
tutuklu kalmasina sebep oldugunu raporlamislaridir. Buna ek olarak yine ¢alismamiz ile
uyumlu olarak yiiksek konsantrasyonlarda G2/M fazinda tutuklu kalan hiicre oranini da
bildirmiglerdir (Ozman, Guney Eskiler ve Sekeroglu, 2019). Benzer sekilde ekibimiz
tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise Abemaciclib’in MCF-7 hiicre hattindaki hiicre
dongiisii analizinde hiicrelerin G1 fazinda durdugu tespit edilmistir (Tuncay, 2024).
Ayrica bir CDK4/6 inhibitorleri olan Palbociclib, Ribociclib ve Abemaciclib’in MDA -
MB-231 hiicrelerinin radyoterapi ile birlikte etkilerinin incelendigi bir ¢alismada bu ii¢
ilacin da benzer olarak hiicre hattin1 G1 fazinda tuttugu rapor edilmistir (Pesch ve ark.,
2022). Ancak bu ¢alismada kullanilan ila¢ konsantrasyonlar1 ve kombinasyon yaklagimi,
radyoterapi ve yliksek doz etkilerinden farklilik gosterebilir. Bu deneyin en dikkat ¢ekici
bulgusu ise yliksek ila¢ derisiminde hiicre dongiisii dagiliminda gozlenen degisikliktir. 20
uM derisimdeki Abemaciclib uygulamasinda hiicrelerin G0/G1 fazinda tutulu kalma
orani (%19,35) yiiksek bir oranda azalirken G2/M fazinda tutulu kalan hiicrelerin miktar
(%44,05) 1se artmustir. Tez calismasinda ve Ozman ve ark.’lart tarafindan yapilan
caligmada elde edilen bu durum, Abemaciclib’in yiiksek dozlarda sadece hiicreleri
CDK4/6 inhibisyonu ile degil, ayn1 zamanda hiicreleri G2/M fazin1 da bloke eden ek
mekanizmalar ile de etki edebilecegini diisiindiirmektedir. Goel ve arkadaglarinin (2017)
yaptiklar1 bir calismada CDK4/6 inhibitorlerinin temel olarak hiicreleri G1 fazinda
durdurarak etkiledigini yine de bu inhibitorlerin hiicre biyolojisini farklt mekanizmalar
iizerinden etkileyebilecegini de belirtmislerdir (Goel ve ark., 2017). Ayrica pozitif kontrol
olarak degerlendirilen Doksorubisin’in de hiicreleri G2/M fazinda durdurdugu literatiirde
belirtilmektedir. Mehraj ve ark., 2022 yilinda yaptiklar1 calismada Doksorubisin
topoizomerz II enzimini inhibe ederek DNA’da ¢ift sarmalli kirikliklar olusturmustur
(Mehraj ve ark., 2022). Buna ek olarak bu DNA hasar1 p53 proteinin stabilizasyonu ve
birikimi ile sonuglandigini, p53°iin de p21 gibi CDK inhibitérlerinin ifadesini arttirarak
hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugu bildirilmistir (Kciuk ve ark., 2023). Ayrica
Doksorubisin igeriginde yer alan kinon igerikli yapisiyla hiicre i¢inde reaktif oksijen
tirleri (ROS) {irettigi literatiirde gosterilmistir (Mehraj ve ark, 2022). Doksorubisin
siklin-CDK kompleksini de islevsiz hale getirmektedir. Bir calismada Doksorubisin’in

uygulandig1 hiicrelerde siklin B1 ifadesinin azaldig1 (Newell, Brun ve Field, 2019) diger
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bir calismada ise Doksorubisin uygulamasi sonrast MDA-MB-231 hiicrelerinin p21
seviyelerini arttirarak siklin D1 proteinin azalmasina sebep oldugu (Maharjan ve ark.,
2023) bildirilmistir. Boylece CDK1-Siklin B1 kompleksi engellenerek MDA-MB-231
hiicreleri hiicre dongiistinin G2/M fazinda tutuklu kalarak hiicre ¢ogalmasi
engellenmektedir. Bu baglamda, yiliksek doz Abemaciclib’in etkilerinin daha iyi
anlasilabilmesi icin DNA hasar1 yaniti ve apoptotik mekanizmalar gibi biyolojik

stireclerin daha ayrintili incelenmesi gerekebilir.
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6. YORUM

Kanser, giinlimiizde kiiresel saglik sorunlarinin en basinda gelmekte ve 6zellikle agresif
alt tipleri, tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in yogun arastirmalari zorunlu kilmaktadir.
Kadinlarda sik¢a rastlanan meme kanserinin en zorlu formlarindan biri olan tiglii negatif
meme kanseri (TNBC), heterojen yapisi, yliksek metastatik potansiyeli ve mevcut hedefe
yonelik tedavilerin siirli etkinligi nedeniyle klinik a¢idan 6nemli bir problem teskil
etmektedir. Geleneksel iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirli sistemleri, kanser arastirmalarinda
temel bir ara¢ olmasina ragmen, tiimor dokusunun karmagik {i¢ boyutlu (3B) yapisini,
hiicreler arasi etkilesimleri, hiicre dist matriks (HDM) ile olan dinamik iliskileri ve
ilaglarin timdr mikrogevresindeki gercekei yanitlarini tam olarak yansitamamaktadir. Bu
eksiklik, in vivo kosullara daha yakin sonuglar verebilen, ila¢ etkinligini ve direng
mekanizmalarini daha dogru bir sekilde degerlendirme imkéan1 sunan 3B hiicre kiiltiirii
modellerine olan ilgiyi artirmistir. Bu tez calismasi, TNBC'nin agresif ozelliklerini
yansitan MDA-MB-231 hiicre hattin1 kullanarak, 3D Petri Dish® yontemiyle sferoid
(mikro doku) modelleri olusturmay1 ve bu 3B platformda, umut vadeden bir terapdtik
ajan olan siklin bagimh kinaz 4/6 (CDK4/6) inhibitorii Abemaciclib’in sitotoksik
etkilerini, hiicre iskeleti tizerindeki degisiklikleri ve hiicre dongiisii regiilasyonunu
kapsamli bir sekilde incelemeyi amaglamistir. Elde edilen bulgularin, TNBC'nin 3B
ortamdaki davranislarina ve Abemaciclib'in potansiyel tedavi edici roliine 151k tutmasi

hedeflenmistir. Yorumlar asagidaki gibi 6zetlenmistir:

1. Agresif meme kanseri alt tipi hiicre hattt MDA-MB-231’nin 3B Petri Dish®
yontemi ile 3B sferoid modelinin olusturulabilmesi i¢in hem 5x10* hiicre/agar hem de
1x10° hiicre/agar olacak sekilde iki farkli konsantrasyonda hiicre gruplar1 hazirlanmustir.
Daha biiyiik hiicre konsantrasyonuna sahip grup sonraki deneylerde kullanilmasi i¢in
secilmistir. Boylece 3B Petri Dish® yontemi ile ilk defa MDA-MB-231 hiicreleri basarili
bir sekilde olusturulmustur. Bu model ile in vivo tiimdr mikrogevresini geleneksel

yonteme gore daha gercekei bir sekilde taklit edebilmesi saglanmistir.

2. MDA-MB-231 hiicre hattinin hem 2B modeli hem de 3B modelinde siklin bagimli
kinaz 4/6 (CDK4/6) inhibitorii olan Abemaciclib'in sitotoksik etkileri incelenmistir. 2B
hiicre modelinde hiicre canlilifi doza ve zamana bagli olarak azalirken 3B sferoid

modelinde ise hiicre canlilig1 24 saat sonunda hiicre canliliklar1 doza bagli olarak artsa da
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zaman gectikge sferoidler ilaca karsi direng kazanmistir. Ayrica karsilagtirma yapildiginda
3B sferoidlerin, 2B hiicre kiiltiirlerine kiyasla Abemaciclib'e kars1 daha yiiksek bir direng
sergiledigi bulunmustur. Bu bulgu, 3B kiiltiirlerin ila¢ tarama ¢aligmalarinda daha dogru
ve klinik olarak anlamli sonuglar verebilecegine isaret etmektedir. Buna ek olarak
ekibimiz tarafindan MCF-7 hiicre hatti 3B Petri Dish® ydntemi ile 3B sferoidleri
hazirlanmis olup Abemaciclib’in etkileri de incelendiginde bu hiicre hattinda diisiik
dozlarda sitotoksik etkisi fazla olup ilacin etkileri MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre

hatlarinda karsilastirilacaktir.

3. E-kaderin immiinofloresan boyamalarinda MDA-MB-231 hiicre hattinda
herhangi bir immiinofloresan goriintii alinamamistir. Bu durum hiicrelerinin bilinen
mezenkimal fenotipiyle uyumlu olup E-kaderin ifadesinin bu hiicre hattinda eksikligi ve
E-kaderinin hiicre ylizeyindeki aktif olarak dinamik degisimler sebebiyle ile iligkili
olabilecegini diislindiirmiistiir. Bu sonug, kullanilan hiicre hattinin dogrulanmasi ve

modelin karakterizasyonu agisindan dnemlidir.

4. Abemaciclib'in MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkileri F-aktin boyamayla
incelenmistir. Ilacin dozu arttikga 2B hiicre hatt1 canlilik analizleri ile uyumlu olarak
ilacin dozuna bagl olarak F-aktin’in hiicre i¢inde kayboldugu ve buna bagli olarak hiicre
iskeletinde yapisal degisiklikler ve bozulmalara neden oldugu tespit edilmistir. Bu durum,
Abemaciclib'in hiicre morfolojisi ve biitlinliigii tlizerinde de etkili oldugunu

gostermektedir.

5. Tez oOnerisinde yer alan Cell Tracker boyama uygulamasi, MDA-MB-231 hiicre
hattinin hem 2B hem de 3B sferoid modellerinde tek tip ve homojen bir yap1 sergilemesi
ve sferoid morfolojisinin standart inverted mikroskopi ile izlenebilmesi géz Oniine
alimarak yeniden degerlendirilmistir. Hiicrelerin Abemaciclib ile etkilesimleri sonucu
ortaya c¢ikan morfolojik ve yapisal degisiklikler, daha spesifik ve hedefe yonelik bilgiler
sunan F-aktin immiinofloresan boyamalar1 ve hiicre donglisii lizerindeki etkileri

detaylandiran akis sitometrisi analizleri ile kapsamli bir sekilde incelenmistir.

6. Abemaciclib'in MDA-MB-231 hiicre hattinin hiicre dongiisii fazlarindaki dagilimi
akis sitometrisi ile analiz edilmis ve ilacin, literatiire uyumlu olarak hiicreleri GO/G1
fainda tuttugunu gostermistir. Ayrica daha yliksek konsantrasyonda G2/M fazinda tutan

hiicre sayisinin arttig1 tespit edilmistir. Bu durum, Abemaciclib’in hiicre proliferasyonunu
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birden fazla kontrol noktasinda baskilayabildigini ve literatiirde bilinene ek

mekanizmalar ile hiicre proliferasyonunu durdurdugunu gostermektedir.

7. Bu ¢alisma, Abemaciclib'in TNBC hiicreleri tizerindeki etkilerini, 6zellikle hiicre
iskeleti ve hiicre dongiisti dinamikleri agisindan, daha fizyolojik olarak kabul edilen 3B

sferoid modelinde degerlendirerek literatiire nemli bir katki sunmaktadir.

8. Elde edilen veriler, Abemaciclib'in TNBC tedavisinde potansiyel bir terapdtik ajan
olarak degerlendirilebilecegini ve 3B kiiltiir modellerinin bu tiir agresif kanserlerin ilag

yanitlarini incelemek i¢in degerli platformlar oldugunu bir kez daha vurgulamaktadir.

9. Gelecekteki caligmalarin, Abemaciclib'in 2B modellerde yol ac¢tigi G2/M fazi
duraksamasiin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 (potansiyel off-target etkiler,
DNA hasar1 yaniti gibi) daha detayli arastirmasi ve bu bulgularin olasi terapdtik

kombinasyon stratejilerine etkisini degerlendirmesi faydali olacaktir.

Bu tez ¢alismasi, 3B hiicre kiiltiirii modellerinin, 6zellikle meme kanseri tiirlerinden olan
ticli negatif meme kanserine (TNBC) yonelik arastirmalarda ilag yanitlarini
degerlendirme acgisindan kritik bir model sundugunu ortaya koymustur. Literatiirde ilk
kez, 3D Petri Dish® yontemi kullanilarak olusturulan MDA-MB-231 hiicre sferoidleri
iizerinden CDK4/6 inhibitorii Abemaciclib’in etkileri kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Tez ¢alismasi kapsaminda 3B kiiltiir modellerinin, kanser hiicreleri iizerindeki biyolojik
tepkilerini ve ila¢ diren¢ mekanizmalarini daha dogru yansittigini géstermektedir. Ayrica,
literatiirde ilk kez 3B MDA-MB-231 hiicre hatlarinda CDK4/6 inhibisyonunun etkileri
detayli bir sekilde analiz edilmis olup hiicre dongilisii diizenlenmesi bakimindan
Abemaciclib’in GO/G1 ve G2/M fazlarinda tutulmaya yol agarak hiicre proliferasyonunu
baskiladig1 belirlenmigtir. F-aktin immiinofloresan boyamalari, hiicre iskeletinde yapisal
degisiklikleri dogrularken, E-kaderin boyamasinda TNBC hiicrelerinde belirgin bir
ekspresyon gézlenmemesi, hiicreler arasi baglantilarin zayiflig1 ve bu hiicrelerin yiiksek
invaziv Ozelliklerini desteklemektedir. Elde edilen bulgular, CDK4/6 inhibitorlerinin
TNBC gibi agresif ve hedeflenmesi zor olan tiimoérlerde farkli mikro ¢evrelerde nasil etki
ettigini anlamak i¢in 6dnemli bir referans olusturmustur. Literatiire katkis1 agisindan, ilk
kez 3B MDA-MB-231 sferoidlerinde CDK4/6 inhibisyonuna bagl biyolojik degisimler
detayl1 olarak analiz edilmis, 3D Petri Dish® platformunun TNBC c¢alismalarinda ilag
tarama ve hiicresel mekanizma arastirmalari i¢in gii¢lii bir model sundugu gosterilmistir.

Tez calismasinin bulgularina gére TNBC tedavisinde Abemaciclib’in tek basina yeterli
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olmayabilecegini ve diger kemoterapdtik ajanlarla  kombinasyon halinde
degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Gelecekte, hasta kaynakli 3B kiiltiir
modellerinin gelistirilmesi, farkli ilag kombinasyonlarinin etkinliginin arastirilmasi ve
CDK4/6 inhibisyonuna bagli hiicre iskeleti ve hiicre-matris etkilesimlerinin daha detayl
incelenmesi Onerilmektedir. Sonu¢ olarak, bu c¢alisma, TNBC arastirmalarinda 3B
kiiltiirlerin ilag etkinligini anlamada kritik bir ara¢ oldugunu kanitlamis ve CDK4/6

inhibitorlerinin 3B mikrogevrede nasil etki ettigini literatiirde ilk kez gdostermistir.
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