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OZET

Meme kanserine bagli mortalitenin en onemli sebebi uzak metastazlara bagh
yasamsal fonksiyonlarin bozulmasidir. Meme kanserinin sik metastaz yaptigi organlar
kemik, karaciger, akciger ve beyindir. Etkin tedavi yontemleri gelistirebilmek i¢in metastaz
yapabilen hiicrelerin 6zelliklerinin belirlenmesi ve yeni tedavi yontemlerinin bu hiicrelerde
ayrica aragtirilmasi gerekmektedir.

Tachykinin ailesinden olan Substans P (SP), hem noronlarda hem de noron dist
hiicrelerde bulunmakta, ndrojenik inflamasyonda, agrinin duyumsanmasinda ve immiin
sistemin regiilasyonunda rol oynamaktadir. SP’nin kanser gelisimi iizerindeki etkisi tam
olarak bilinmemektedir. Bu konunun netlesebilmesi i¢in Substance P reseptorleri olan NK1
(neurokinin 1) ve NK2 (neurokinin 2) reseptdrlerine spesifik antagonistlerinin farkli
metastatik meme kanser modellerinde etkilerinin ayrintili galisilmasi gerekmektedir. Bu
caligmanin amaci fare metastatik meme kanseri hiicre modellerinde Substance P
antagonistlerinin etkilerini arastirmaktir.

Caligmamizda fare metastatik meme kanser hiicresi (4T1) ve bu hiicrenin
karacigere (4TLM), beyine (4TBM) ve kalbe (4THM) metastazlarinda ve metastatik
olmayan fare meme kanser hiicresinde (67NR), NK1 reseptdr antagonisti (RP 67580) ve
NK2 reseptor antagonisti (GR 159897) nin hiicre proliferasyonu iizerine in-vitro etkileri
arastirilmigtir. Hiicre i¢i sinyal yolaklar1 proteinleri AKT, ERK ve P38'in fosforilasyonlari
iizerine etkileri western blot ile tayin edilmistir. Ayrica anjiyojenik bir faktér olan MIP-2
(Makrofaj Inflammatory Protein 2)'min sekresyonundaki degisiklikler elisa yontemi ile
tayin edilmistir.

Bulgularimiza gore, metastatik hiicrelerde NK1 ve NK2 reseptorii daha fazla
eksprese edilmektedir. SP ve SP-metil esterin hiicreler lizerinde mitojenik etkisi goriilmedi.
NK1 reseptor antagonisti (30 pM) metastatik hiicre dizilerinde sitotoksik etki gosterdi ve
AKT fosforilasyonunu arttirdi. NK2 reseptor antagonisti (30 uM) ise proliferasyonu
baskiladi fakat P38 fosforilasyonunu arttirdi ve bu etki 10 uM SP ile degismedi. NK2R
antagonisti (30 pM) 4TBM ve 4THM'de MIP-2 sekresyonunu arttirdi. Bu etkinin sitokin
salimmminda rol oynayan P38 fosforilasyonundaki artis ile baglantili olabilecegi
diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler:  SP, NK1 reseptor antagonisti, NK2 reseptor
antagonisti, Metastatik meme kanseri, MIP-2.



ABSTRACT

Distant metastasis is the leading cause of death in breast carcinoma. Breast
carcinoma metastasizes frequently to bone, liver, and brain. In order to device effective
treatments, features of the cancer cells metastasized to distant organs should be explored
and new treatments should be tested on metastatic cells.

Substance P, a member of Tachykinin family is found in both neuronal and non-
neuronal cells. The role of Substance P in cancer progression and dissemination is not
entirely known and there are conflicting results in the literature. In order to clarify these
differences, specific antagonists of NK1 (neurokinin 1) and NK2 (neurokinin 2) receptors
which mediate the effects of Substance P should be used in different metastatic cancer
models. In this study, we aimed to examine the effect of substance p and of its antagonists
in different metastatic breast cancer models.

In our this study, we investigated the effect of NK1 and NK2 receptor antagonists
(RP 67580 and GR 159897) on the proliferation of the metastatic breast cancer cells
(4THM, 4TBM, 4TLM) as well as the parental cells (4T1) and non-metastatic cells
(67NR). The effects of antagonists on phosphorylation of AKT, ERK and p38, proteins that
play a critical role in intracellular signaling pathways, were examined using Western Blot.
Given the fact that SP and its receptors ( NK1 and NK2) play a significant role in
regulation of inflammation, we also examined the changes in secretion of MIP-2, an
inflammatory and angiogenic factor using ELISA.

We found that NK1 and NK2 receptors were over expressed in metastatic breast
cells compared to non-metastatic cells. SP and SP methyl ester did not alter the growth rate
of metastasis breast cancer cells. NK1 receptor antagonist at 30 uM dose (relatively high
dose) inhibited cell growth and induced cell death. In accordance, NK1R antagonists
enhanced phosphorylation of Akt. This effect was not observed in 67NR, non-metastatic
breast cancer cells. NK1R antagonist, however, significantly suppressed proliferation of
67NR cells, an effect less prominent than metastatic cells. NK2 receptor antagonist (30
uM) also suppressed cell proliferation in all cell lines examined but the effect was less than
the effects of NKIR antagonist. Differently NK2R antagonist also increased
phosphorylation of P38 and increased MIP-2 secretion. SP did not alter the effects of
NK1R and NK2R antagonists on cell proliferation

Key Words :  SP, NK1 receptor antagonist, NK2 receptor antagonist, metastatic
breast cancer , MIP-2.
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GIRIS ve AMAC

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac¢
Glinlimiizde lokalize olan malignansilerin tedavisinde Onemli gelismeler

olmasina ragmen metastatik hastaliklar i¢in etkili bir tedavi yoktur. Meme kanseri
kadinlarda onde gelen Olim sebeplerindendir. Meme kanseri teshisi koyulan
hastalarda o©liimle sonuglanan metastaz olusumu goézlenmektedir[1-2]. Kanser
hastalarinin hayatta kalmasi i¢in etkili bir gekilde metastazin tedavisi ya da
olusumunun 6nlenmesi gerekmektedir [3]. Bunun i¢in de yeni tedavi yaklagimlarina,
yeni terapotik ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Duyu sinirlerinin kapsaisine duyarli alt grubu viicutta yaygin olarak
bulunmakta ve oOzellikle akciger gibi meme kanserinin metastaz yaptig1 organlari
inerve etmektedir. Dokularda bulunan kapsaisine duyarli duyu sinir sonlanmalari
Substance P, calcitonin geni iliskili peptit gibi noropeptitler icermekte ve bu
noropeptitler hem lokal kan akimini hem de immiin sistemi etkilemektedir. Yapilan
calismalarda, ndropeptitlerin mikrogevreden kaynaklanan ve meme kanserinin
gelisimini yavaglatan molekiillerden oldugu bulunmustur [4-5]. Spesifik olarak
duyusal sinirlerin inaktivasyonu 4T1 meme kanser metastazin1 arttirdigi
gosterilmistir. Benzer sekilde vagus sinir aktivitesinin metastaz gelisimini azalttig1 da
gosterilmistir [6-7]. Bu bulgular duyu sinirlerinden salgilanan faktorlerin kanser
gelisimini engelleyici oldugunu diigiindiirmektedir [4, 7] .

Tachykinin ailesinden olan Substans P (SP), hem noronlarda hem de néron
dis1 hiicrelerde bulunmakta, norojenik inflamasyonda, agrinin duyumsanmasinda ve
immiin sistemin regiilasyonunda rol oynamaktadir. SP’nin kanser gelisimi lizerindeki
etkisi tam olarak bilinmemektedir. Calismalarin bir kismi1 Substance P’nin tiimor
gelisimini indiikledigi yoniindeyken bazi calismalar tersini gdstermektedir. Ornegin
Substance P invasif melanomda, atipik nevide, epiteloid nevide eksprese edildigi
gosterilmis, kanser gelisimini indiikledigi one siiriilmiis ve NK1R antagonistlerinin
kanserde tedavi amacli kullanilabilecegi sdylenmistir [8]. NE ve ark.¢alismalarinda
ise Substance P’nin B16F10 melanom hiicrelerinin ¢ogalmasini in-vitro’da azalttig1
gosterilmistir [9] . Benzer sekilde Substance P geninin susturulmasinin kolon ve
gastrik kanser gelisimine neden oldugu diistiniilmektedir [10].



Her ne kadar yukarida bahsedilen calismalar metastatik meme kanserinde
Substance P’nin koruyucu oldugunu diisiindiirmekte ise de bu konuda dogrudan
yapilmis bir ¢alisma yoktur. Bu c¢alismanin amaci fare metastatik meme kanseri

hiicre modellerinde Substance P ve antagonistlerinin etkilerini aragtirmaktir.

Substance P primer olarak neurokinin 1 reseptorii (NK1R) lizerinden etki
etmektedir. Ayrica daha disiik afinitede neurokinin 2 reseptorii (NK2R)’ne
baglanarak reseptor aktivasyonuna neden olmaktadir. Substance P’nin bu etkisinin
hangi reseptor lizerinden gelistigini bulmak amaciyla fare NKIR’lerine afinitesi
daha yiiksek olan non-peptit yapida RP67580 (10-30uM dozunda) adli antagonistin
varliginda hiicre proliferasyonunun nasil degistiginin arastirilmasi, benzer sekilde
NK2R iizerinde de etki gosterebilecegi goz Oniine alinarak NK2 reseptor antagonisti
GR159897’nin de (10-30uM dozunda) hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin
arastirilmasinin yaninda hiicre ici sinyal yolaklarinda rol oynayan pAKT, pERK, P38
gibi proteinlerin fosforilasyonlar: {izerine etkilerinin incelenmesi amaglandi. Ayni
zamanda SP/NKR'lin immiinolojik etkileri de gdz Oniine alinarak anjiyojenik bir
faktor olan MIP-2 (makrofaj inflamatuar protein 2)'nin sekresyonundaki
degisikliklerin arastirilmas1 amaglanmistir.



GENEL BiLGILER

2.1.  Kanser
Kanser, bir hiicre ya da hiicre grubunun, organizmanin sahip oldugu kontrol

mekanizmalarimin etkisinden ¢ikip kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasidir. Organizmada
bu kontrol mekanizmalarinin dogru ¢alismamasi durumunda normal hiicreler yap1 ve
fonksiyon degistirerek tiimor karakteri kazanabilirler [11]. Bu nedenle kanser,
hiicrede meydana gelen genetik ve/veya epigenetik degisikliklerin birikimi sonucu

ortaya ¢ikan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir [12].

Normal hiicreler komsu hiicrelere veya hiicre dist matrikse adezyon
molekiilleri aracilifiyla tutunarak iligkilerini devam ettirirler. Bu adezyon
noktalarinda yogun elektron plaklart olusur, hiicrelerin ameboid uzantilarinda
yavaglama ve sonu¢ olarak da durma go6zlenir. Bu durum hiicrelerin kontak
inhibisyon etkisinden kaynaklanmaktadir. Ancak tiimoér hiicrelerinde kontak
inhibisyon 6zelligi bulunmaz. Bu da tiimoér hiicrelerinin durma potansiyeline sahip
olmadiginin bir gostergesidir. Bu nedenle; tiimoér hiicreleri bulunduklar1 organda
prolifere olarak kitlesel gelisim gosterirler. Bu hiicreler organ disina ¢ikmadan
sadece bulundugu organda kitlesel artisa giderse bunlara “benign” yani iyi huylu
timor hiicreleri denir. Ancak, bazi tip tiimor hiicreleri koken aldig1 odaktan ayrilip
farkli odaklar olusturmak {izere baska bolgelere hareket etme egilimindedirler. Iste
timor hiicrelerinin primer odaktan ayrilarak uzak mesafelere yayilmasi “metastaz”
olarak, metastaz yapma yetenegine sahip hiicreler de “malign” yani koti huylu timor

hiicreleri olarak tanimlanmaktadirlar [13].

Yillardir devam eden caligmalar sonucunda bilim, kanser tipine bagli olmaksizin,
tiim malignant hiicrelerde var olan alt1 temel 6zelligi ortaya ¢ikardi. Bu 6zellikler:

1-Dis kaynakli biiylime sinyallerine ihtiya¢ duymama,

2-Biiylimeyi durdurucu sinyallere kars1 duyarli olmama,

3-Programli hiicre 6liimiinden kagabilme,

4-Yaglanmaya diren¢ gosterme ve sinirsiz iireme potansiyeline sahip olma,
5-Yeni kan damarlari olusturabilme,



6-Farkli dokulara saldirabilme ve bir bolgeden digerine tasinabilme
(metastaz)

Kanserin belirtegleri olarak belirlenen bu 6zelliklerin her biri, kanser tedavisi i¢in
farkli hedefler olarak kabul edilmekte ve kanser ile olan savasin seyrini de
etkilemektedir [11] (Sekil 1).

Sekil 1. Malign Tiimdrlerin temel 6zellikleri ve kanser tedavisindeki baglica hedefler [14]

2.2.  Hiicre ici Sinyal Iletim Mekanizmalar1 ve Kanser
Hiicrede embriyogenez, cogalma (proliferasyon), biliylime, farklilasma

(diferantiation) ve yasamini siirdiirme i¢in hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletiminin
devami 6nemli ve gereklidir. Bir hiicre disaridan sinyal almazsa apopitoza gider,
Olir. Hiicreye disaridan gelen uyarilar veya diger hiicrelerden gelen sinyaller her bir
hiicre tarafindan algilanir. Uygun sekilde hiicre i¢ine ulastirilarak hiicre i¢in 6nemli
olan cevaplar olusturulur. Burada sinyallerin hiicreye geldikten sonra hiicre

tarafindan algilanmas: hiicre igi sinyal iletim mekanizmalari ile olmaktadir. insan



genomunda gorev yapan genlerin yaklasik beste birinin bu goérevde yer almasi bile
bu yolaklarin hiicre i¢in ne denli 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir [15-16].

Karsinogenezisin temelinde hiicrenin yasamasi, biiylimenin kontrolii ve
differansiyasyon (farklagsma) gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin agamali
olarak bir araya gelmesi yer almaktadir [16]. Bu nedenle kanserlerde ilk etkilenen
mekanizma genellikle hiicre i¢indeki sinyal iletim yolaklar1 olmakta, sinyal
iletiminde meydana gelen degisimler hiicrenin ¢ogalma ve/veya yasama islevlerinin
kontroliinii ortadan kaldirarak basta kanser olmak {izere farkli hastaliklara yol
acmaktadir [17]. Bagka bir ifadeyle, onkojenik sinyal iletimi timor gelisimi ile

invazyon/metastaz siirecinde etkin rol oynamaktadir.

Hiicrede sinyal iletiminde protein kinazlar 6nemlidir. Protein kinazlar uygun
sinyal aldiginda diger proteinlerdeki serin, tireonin, tirozin ve histidin amino asidine
fosfat ekler. Hedef proteine fosfat eklenmesi (fosforilasyon) proteinin enzim
aktivitesini, hiicresel lokalizasyonunu veya diger proteinler ile iliskisini degistirir.
Kinazlar gereksinimi olan fosfati genellikle ATP’den alirlar. Kinazlar kendilerine
baglanan bir takim diizenleyici molekiiller ile inhibe olurlar [18].

2.2.1. Protein kinazlar ve sinyal iletimi
Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklagik 32.000

genin %20’si sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir [17]. Bu
proteinler arasinda hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal
ileten enzimler yer almaktadir. Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein

fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar.

Protein kinazlar membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar
olarak iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler, katalitik 6zelliklerine gore (fosforilasyona

ugrayan aminoasit tiirii) tirozin ve serin/treonin kinazlar olarak da smniflandirilir [19-
20].

Membranda yerlesim gosteren proteinlere reseptor tirozin kinazlar (RTK)
denilmektedir. RTK siiperailesinde 58 transmembran protein bulunmaktadir. Bu
reseptOrler arasinda insiilin reseptorii, biiylime faktorleri (EGF, VEGF, PDGF, FGF,
NGF) reseptorleri ve efrin reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir [20]. RTK lar,
sitoplazmik kisimlarinda aktivasyondan sorumlu bir bolge (tirozin kinaz bolgesi)
icerirler. Istirahat halindeki hiicrelerde, RTK nin inaktif ve aktif konformasyonlari
denge halindedir. Bu reseptorler biiylime faktorleri ile baglandiktan sonra aktif hale
gecerler ve sitoplazmadaki hedef proteinleri ile etkileserek sinyal iletimini
gerceklestirirler. RTK aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle



baslar. Ikinci asamada ise, bu fosforlanan bélgelere ¢esitli adaptdr proteinler bag-
lanirlar ve uyariin hiicre i¢ine iletimini saglarlar. Adaptor proteinlerin ortak yapisal
ozelligi SH2 (Src-homology-2) bélgeleri igermeleridir. Bu proteinler, SH2 bolgeleri
araciliiyla reseptore baglanarak, RTK ile sitoplazmadaki efektor proteinleri arasinda
koprii gorevi yapmaktadir. RTK aktivasyonunun sonlandirilmasindan fosfataz grubu
proteinler sorumludur. Buna gore, fizyolojik kosullarda sinyal iletimi tersinir 6zellik
tasir ve RTK aracili iletim kontrol altinda tutulur. Karsinogenez siirecinde ise, siirekli
ve kontrolsiiz RTK aktivitesi s6z konusudur [17].

Sitoplazmik protein kinazlar arasinda Src, Abl, fokal adezyon kinaz1 (FAK)
ve “Janus Family Kinases (JAK)” proteinleri yer almaktadir [17]. Istirahat halindeki
hiicrelerde bu proteinler sitoplazmada inaktif halde bulunurlar. Biliylime faktorleri
veya sitokinler ile hiicrenin uyarilmasindan sonra aktif hale gelen bu proteinler,
sitoplazmadaki veya nukleustaki hedeflerine yonelirler. Sitoplazmik tirozin
kinazlarin siirekli aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi, transformasyon, tii- mor
biiyiimesi, motilite ve invazyon artist ile anjiyogenez gibi malign fenotipe 6zgii
hiicresel olaylar1 hizlandirir [21-22].

2.2.1.1.MAP Kinaz Sinyal iletim Yolu

MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein kinases” siiper ailesinde yer alirlar
[23]. Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre membranindan
cekirdege bilgi aktarilmasinda ¢cok onem tasimaktadir. Bu sinyal iletimi kaskadlari,
embriyogenezis, yasama, c¢ogalma, diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin

diizenlenmesinde rol alir. MAP kinazlar ii¢ ana gruba ayrilir [24].
1. “p38 MAP kinaz ailesi”,
2. “Extracellular signal regulated kinase (ERK)” ailesi,
3. “c-Jun NH2- terminal kinase (JNK)” ailesi.

MAP kinaz yolu reseptor aracili uyarinin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir
kinaz kaskadi olarak caligir. Kaskad sistemi hem sinyalin amplifikasyonu hem de
diizenleyici etkilesimler (sinyalin siiresi, siddeti ve kinetigi) acisindan 6nem tasir.
Sinyalin iletimi G-protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baglar ve MAPKKK’nin
(MAP kinaz kinaz kinaz) aktivasyonundan sonra sirastyla MAPKK (MAP kinaz
kinaz) ve MAPK (MAP kinaz) aktive olur. MAPK ise sitoplazmik substratlarini
(hiicre iskeleti elemanlari, diger protein kinazlar) ve/veya niikleusta transkripsiyon
faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve hiicrenin biyolojik cevabi olusur (
Sekil 2 ) [25].
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Sekil 2. MAPK ailesi ve sinyal iletimi . ATF: “Activating transcription factor”, ERK: “Extracellular
signal regulated kinase”, GTP: “Guanosine triphosphate”, JNK: “c-Jun N-terminal kinase”,
MAPK: “Mitogen-activated protein kinase”, MEK: “Mitogen extracellular signal regulating
kinase”, MEKK: “MAPK/ERK kinase kinase”, MKK: “MAPK kinase”, MKKK: “MAPK
kinase kinase”, p38: “p38 kinase”, RTK: “Receptor tyrosine kinase”.

2.2.1.2.Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolu ve kanser
Hormonlar, biiylime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve tiimor promoter

maddeler bu sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baglar ve
sirastyla Raf (= MAPKKK), MEK (= MAPKK) ve Erk (= MAPK) proteinleri ile
kinaz kaskadi ilerler. Ras ve Raf protoonkogendir. Ras proteinlerinin aktif hale
gelmesi i¢in translasyon sonrasi modifikasyondan (farnezilasyon) sonra membrana
yerlesmesi gerekir. Istirahat halindeki hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP)
halde bulunurlar. Hiicrenin uyarilmasi ile GDP’nin yerine GTP baglanarak aktif
konformasyona doniisiim (Ras-GTP) tetiklenir. Ras aktivasyonu tersinir bir siiregtir.
Bu aktivasyonda rol oynayan molekiiller, SOS (son of sevenless) ve Grb2 (growth-
factor-receptor-bound protein 2) adaptor proteinleridir. Bu sinyal yolunun efektor
molekiilleri, SOS iizerinde negatif diizenleyici etki ile Ras aktivasyonunu
sonlandirmaktadir. Aktive olan Ras proteinleri Raf kinazlara yiiksek afinite ile
baglanirlar ve Raf kinazlarin hiicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu
saglarlar [25-26]. Raf kinaz inhibitorleri ile yapilan ¢alismalar Faz I-1I asamalarinda
siirmektedir [26]. Insan tiimérlerinin %30’unda Ras/Raf/MEK/ ERK yolunun asir1
aktivasyonu s6z konusudur [25]. Bu oran tiimorlerdeki Ras mutasyonu sikligi ile
uyumludur. Mutant Ras proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalirlar; bu nedenle,




hiicrenin kontrolsiiz uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar. Diger yandan, farnezil
transferaz inhibitorleri Ras aktivasyonunu onlerler. Klinik c¢aligmalar, bu ajanlarin
antitimoral etkilerinden tedavide yararlanilabilme olasiligini giiglendirmektedir [27].
Ras iletim yolu ile tetiklenen transformasyon siirecinde sinerjik etkilesim de 6nem
tasir. Normal kosullarda, EGF ve PDGF gibi biiyiime faktorlerinin fosfoinozitid-3
kinaz (PI-3K) yolunu uyarmalarinda Ras’in etkinligi minimal diizeydedir. Buna
karsilik onkojenik Ras, PI-3K yolunun gii¢lii bir aktivatoriidiir. Onkojenik Ras bu
yolu aktive ederek apoptozisi baskilar [28]. Insan kanserlerinin énemli bir béliimii
epitel hiicrelerinden koken alir. Dolayisiyla, bu hiicrelerde apoptozisin baskilanmasi
karsinogenez siirecinde kritik etkenlerden birini olusturur.

2.2.1.3.P1-3 kinaz/protein kinaz B sinyal iletim yolu ve kanser

Fosfoinozitil-3 kinaz (PI-3K) ailesi, biliyiime ve yasama sinyallerinin
iletiminden sorumlu proteinlerdir [29]. Reseptoriin uyarilmasindan sonra PI-3K,
hiicre = membraninda  inozitol fosfolipidlerin  fosforilasyonunu  katalizler.
Fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3), bu yolla olusan bir lipid mediatordiir. PIP3, PIP3
bagiml kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’nin aktivasyonundan sorumludur
(sekil 2) [17]. Protein kinaz B, Aktl ve Akt2 genleri tarafindan kodlanan bir
proteindir. Bu genler, viral v-akt onkogeninin insanda bulunan homologlaridir [30].

Protein kinaz B aktivasyonunun hiicre dongiisii tizerindeki etkileri de
karsinogenez siirecinde 6nem tasir. p21 proteini hiicre dongiisiiniin erken G1 fazinda
siklin D ve siklin bagimli kinaz 4/6 (cdk4/6) kompleksi {izerinde pozitif uyarici etki
yapmaktadir. Protein kinaz Bp21’in stabil formunun olusumunu tetikler ve hiicre
dongiisiinlin  ilerlemesine uyaric1 yonde etki eder. Buna ek olarak, p21’in
degradasyonunu uyaran proteini de inhibe etmektedir [29].
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Sekil 3. Protein kinaz B/Akt yolunun iglevleri [17].

Hiicre dongiisiiniin inhibitér proteinlerinden p27°nin siklin-siklin bagimh
kinaz kompleksine bag- lanmasi icin, sitoplazmadan hiicre cekirdegine yer de-
gistirmesi gerekir. Onkojenik uyar1 halinde (PTEN mutasyonu, HER2 veya EGFR
aktivasyonu) bu protein fosforilasyona ugrar. Bunun sonucunda, p27 sitoplazmaya
geri doner ve hiicre dongiisiindeki inhibitor etkisi ortadan kalkar [28]. Bu ¢alismalar,
stirekli ve/veya kontrolsiliz protein kinaz B uyarisi ile timor hiicrelerinin ¢ogalmasi
arasindaki dogrudan iligkiyi gostermektedir [31-33].

Protein kinaz B uyarisinin dogrudan etkili oldugu hiicresel islevlerden biri de
apoptozistir (Sekil 4 ) [29]. PKB, proapoptotik BAD proteini ile kaspaz 9 iizerinde
inhibitor etki gosterirken, NFkB uyarisi ile de antiapoptotik cevabi desteklemektedir
[29].
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Sekil 4. MAPK ve protein kinaz B yollarinin apoptozis mekanizmalarina etkileri [29].

2.3. Metastaz
Metastaz, kanser hiicrelerinin kdken aldiklar1 bolgeden viicudun farkli doku

ve organlarina yayilmasidir. Lokal invazyon, intravazasyon, hematojenik ve
lenfojenik yayilma, ekstravazasyon ve kolonizasyon gibi birbirileri ile iligkili ¢ok
basamakli olaylar zinciri ile gerceklesir (Sekil 5).

Ilk olarak, biiyiimekte olan tiimér kitlesi ihtiyaci olan besin ve oksijen
kaynagini saglayabilmek icin besin kaynaklarina dogru ilerlemek zorundadirlar.
Belirli bir biyiikliige ulasan timor Kkitlesi, birtakim anjiyogenik faktorleri
sentezleyerek yeni damarlarin olusumunu uyarirlar ve sonra komsu hiicrelerle olan
baglarin1 koparip primer tiimor dokusundan ayrilirlar. Timor hiicreleri daha sonra
ekstraseliiler matrikse gecerek burada ilerlerler ve cevre dokulara ulagirlar ya da
dolasim sistemine gecip uzak dokular1 isgal ederler. Bu sayede yasamlarini ve
cogalmalarini siirdiiriirler [34].

Timor hiicreleri dolagima gegtikten sonra kan yoluyla uzak organlara dogru
yol alirlar. Dolasima c¢ikan tiimor hiicreleri, kanda yer alan immiin hiicrelerin
saldirisina maruz kalmamak ic¢in, bir an Once dokuya gitme egilimindedirler.
Dolagimdan ayrilacaklar1 zaman da, damarin endotel hiicreleri ve bazal
membranlarin1 agarak endotel digina ulasmalidirlar. Tiimor hiicreleri ulastiklar1 yeni
organlarda yeniden biiylime egilimindedirler ve yine kapiller ag olusturmak iizere
anjiyogenezi tetiklerler [35].
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Sekil 5. Metastaz basamaklari [36].

Kanser dliimlerinin biiyiik bir kismi tedaviye direng gosteren metastazlardan
dolayr olmaktadir. Kanser hiicrelerinin primer ve sekonder boélgelerdeki biyolojik
cesitliligi metastaz tedavisinde ciddi bir engel olusturmaktadir. Bu c¢esitlilik kendini
biyolojik ve immiinolojik 6zelliklerde gosterebildigi gibi genetik olarak da ortaya
¢ikmaktadir. Enzimler, hiicre morfolojisi, salgilanan biiyiime faktorleri, hiicre yiizey
reseptorleri, kemoterapdtiklere yanit, invasyon yetene8i ve metastaz yetenegi gibi
¢ok genis alanda heterojenite goriilebilmektedir [37].

Primer ve sekonder tiimorlerde meydana gelen bu ¢esitliligin nedenini ya da
nedenlerini bulmak ve bunun altinda yatan mekanizmalarin aydimnlatilmasi kanser
arastirmalariin temel amaci olmustur. Ancak bu sekilde kansere ve metastazlarina

etkili tedavi yontemleri gelistirmek miimkiin olacaktir.
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2.4. Meme Kanseri

2.4.1. Meme Kanseri Tarihgesi
Meme kanserinin tan1 ve tedavisine tarihsel olarak bakildiginda, insanligin

5000 yildir bir miicadele i¢inde oldugu goriilmektedir. Meme, eksternal bir organ
oldugundan dolayr meydana gelen patolojik degisiklikler gozle goriilebilmektedir.
Bu durum kanserle ilgili galismalar1 {izerine ¢ekmistir.

Meme hastaliklarina ait en eski bilgiler Misir papiriisiinde bulunmustur.
Milattan dnce 3000-2500 yillar1 arasinda Eski Misir’da imhotep tarafindan yazildig
tahmin edilmektedir. Bu tarihi belgelerde cerrahi miidahalenin yapildig1 48 hastadan
bahsedilmektedir. Bu yapitta elle dokunuldugunda hissedilebilen tiimorlerin
bulundugu memenin tedavi edilemeyecegi anlatilmaktadir.

Klasik Yunan’ da (MO 460-160), 300 y1l boyunca Hipokrat’ i bedenin kan,
sar1 safra, kara safra ve flegmden (asir1 mukus) olustugu hipotezi gegerli olmustur.
Bu hipoteze gére meme kanseri bu dort maddenin arasinda meydana gelen
dengesizlik olarak olusmaktadir. Ayrica Hipokrat kanli meme bas1 akintisi ile gelen
meme kanseri bir hastayida tanimlamistir. Menopoz ile meme kanseri arasindaki

iliskiyi saptamigtir [38].

Tarihte ilk kez meme kanserini mastektomi ve aksiller kiiraj ile tedavi eden
hekim olan Leonides, koterizasyon ve damar baglama tekniklerini kullanarak
memeyi kesip ¢ikarmigtir [39].

Ik bagarili Lumpektomi ameliyatim1 yapan Paris’te yasayan Hollanda’l1
doktor Adrian Helvetius (1661-1741) olmustur. John Hopkins Universitesi’nde
William Halsted tarafindan XIX. ylizyilin sonlarinda gelistirilen radikal mastektomi,
meme
kanseri ameliyatlarinin standart yontemi olmustur. Bu metot da rutin olarak tiim
meme, lenf bezleri, pektoralis major ve minor kaslari, interkostal kaslarin yiizeyel
fasyalari ile birlikte blok halinde ¢ikarilmaktadir.

Bu yontem daha sonraki altmig yil Dr.Haagensen’in  yaptid

modifikasyonlarla agirligin1 korumustur. Yirminci yiizyilin ortalarindan sonra radikal
mastektomi, yerini daha 1limli cerrahilere birakmistir [40].
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W. Fabry ve J. Schultes 16. yiizyilin sonlarinda meme ameliyatinin teknik
detaylarin1 anlatan bir kitap yazmiglardir. 17. ve 18. yiizyillarda meme ameliyatinin
sadece deneyimli cerrahlar tarafindan yapilmasi karar1 alinmistir. Bu donemde
memenin ve aksiller lenf nodiillerinin anatomisi ve iligskisi anlasilmis ve kanser
ameliyatlar1 sirasinda ¢ikarilmasi kabul edilmistir [41].

18. yiizyilda A. Leewenhoek tarafindan mikroskobun icadiyla canli hiicre
inceleme caligmalar1 baglamistir. 19. yiizyilda Berlin’den J.Miiller, M.Schleiden ve
T.Schwann insan viicudunun canli hiicrelerin kompozisyonundan olustugunu
saptadilar. Miiller kanserin de yasayan hiicrelerden olustugunu belirtmis ancak bu
hiicrelerin normal hiicrelerden farkli oldugunu bildirmistir. C.Tiersch ve W.von
Waldeyer ise metastazin, ana tiimdrden ayrilan hiicreler tarafindan olusturuldugunu
saptamiglardir. C. Moore meme ve aksilla lenf nodiillerinin “en bloc (bir biitiin

halinde)” c¢ikarilmasinin hastaligin yayginlasmasini engelleyecegini savunmustur
[41].

1939 yilinda Gray meme kanserinin lenfatik yayilmasinin yayilma yolu ile
degil embolizasyon ile oldugunu, kan damari ile yayilmanin uzak metastazlardan
sorumlu oldugunu savunmustur. B. Fisher’e gore bu durum daha farkliydi. B. Fisher,
meme kanserinin sistemik bir hastalik oldugunu ve hastaligin nasil seyredeceginin
beden ile kanser arasindaki biyolojik savas sonucu belirlenecegini ileri stirmiistiir.
Dolayisiyla lokal tedavi yerine sistemik tedavilerin uygulanmasinin daha dogru
olacagimi savunmustur. Bu diisiince kemoterapinin oniinii agmistir. Birinci Diinya
Savaginda kullanilan hardal gazinin kemik iligi depresyonu yaptigiin anlagilmasi
bugiinkii modern kemoterapinin temelini atmistir [42].

20. ylizyilln sonuna gelindiginde meme kanserinin ger¢ek nedeni hala
saptanmamistir. Ancak tiimOriin olusmasina yol agabilecek hiicresel biiylime
faktorleri, hiicre i¢i haberlesme yollar1 ve hangi genlerin ne tiir bozulmalar ile
karsilagtiginda meme kanseri olusturduguna dair genis bilgilere ulagilmistir.

21. ylizy1l baginda genetikte baslayan gelismeleri gen ekspresyon taramalarini
komperatif genom hibridizasyonu (CGH) veya tek niikleotid polimorfizm taramasi
(SNP) takip etmistir. Bu tekniklerle yapilan arastirmalar meme kanserinin tek tip bir
hastalik olmadigin1 gostermistir. Meme tiimoriiniin biyolojik davranisi ve cesitli
kemoterapilere nasil cevap verecegi bu yeni molekiiler smiflama ile 6nceden
saptanabilir hale gelmistir. Ancak hala ¢ok sayida yapilmasi gereken calisma
bulunmaktadir. Ozellikle genomik ¢aligsmalar ilerledik¢e meme kanserini anlamamiz

ve hedefe yonelik ilaglar gelistirmemiz miimkiin olacaktir [43].
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2.4.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Meme kanseri epitel kokenli hiicrelerin kanserlesmesi sonucu olusan ve
kadinlarda en sik goriilen malign timor olarak bilinmektedir. ABD, Kanada gibi
tilkelerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada diger iilkelerde ise birinci sirada
en c¢ok Oliime neden olan kanser tliri meme kanseridir. Meme kanseri yillik
400.000’e yakin oliime neden olmaktadir. Bu oliimlerin %55°1 gelismis iilkelerde,
%45°1 ise gelismekte olan lilkelerde ortaya ¢ikmaktadir. Meme kanserinden olan
Oliimler tiim kanser dliimlerinin % 6’sin1 olusturmaktadir. Diinyada ortalama her yil
10 milyon yeni kanser olgusunun varligi bilinmektedir. Bu olgularin bir milyonu
(%10) meme kanseridir [44].

Tiirkiyede ise en sik goriilen kanserler 1999 yilina gore Akciger kanseri
(%19.7 insidans 776/100.000) ve meme kanseridir (%9.4 insidans 372/100.000).
Kadinlarda en sik goriilen kanser, meme kanseri (%24.1 insidans 732/100.000) ikinci
siklikta goriilen kanser tiirli ise mide kanseridir (%6.9 insidans 212/100.000) [44].

Meme kanseri ile iligkili pek cok risk faktorii (yas ve cinsiyet, irk ve etnisite,
iyi huylu meme hastaliklari, meme kanseri Oykiisii, yasam sekli ve beslenme
aligkanlig1, reproduktif ve hormonal faktorler, iyonize radyasyona maruz kalmak,
sigara icmek ve ¢evresel faktorler) tanimlanmistir. Meme kanserinde en 6nemli risk
faktorlerinden birisi yastir. Hastalik gelisme riski, yas ile dogrudan iliskili olup, yas
arttikga hastalik goriilme siklig1 giderek artmaktadir. Bu kanser tiiriintin 30 yasina
kadar oldukca az goriilmesine ragmen ozellikle 65 yasindan sonra lineer bir artig
gosterdigi belirtilmektedir. Bu riskin 65-80 yas arasindaki kadinlarda, daha geng
kadinlara gore yaklasik olarak 5,8 kat daha fazla oldugu belirtilmektedir [45].
Ulkemizde de bu durum genel tablodan farkli degildir. Meme kanseri vakalarmnin
sadece %5’ lik bir kisminin 35 yas altinda goriildiigii belirtilmistir [46].

2.4.3. Meme Kanserinin Olusumu
Normal hiicreler belirli bir kontrol mekanizmasi igerisinde boliiniir ancak s6z

konusu kanser hiicreleri oldugunda bu mekanizma kontrolden c¢ikmistir. Kanser
hiicrelerinde normal hiicre dongiisii kontrolii kaybolur ve uygunsuz bir sekilde
boliintirler. Hiicre boliinmesinde genetik kontrol mekanizmasi ¢ok dnemlidir. Ciinkii
hiicrenin davranigin1 kontrol etmek ve diizenlemek karmasik bir sinyal alig verisiyle
gerceklesir. Hiicrenin ne zaman boliinecegi, farklilasacagi veya olecegi, hiicrenin
aldig1 sinyaller dogrultusunda gergeklesir. Mutasyon sonucu bu agda meydana
gelebilecek bir bozukluk hiicrelerin daha hizli boliinmesine neden olacaktir. Fakat

hiicrelerin daha hizli béliinmesi kanserli hiicre olustugu anlamina gelmez.
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Klasik tiimor gelisiminde, normal bir epitel hiicre premalignant atipik hiicreye
doniistir. Daha sonra bu tip lezyonlar invaziv olur ve dagilirlar. Dagilan lezyonlar
immiin sistemden kurtulduklari taktirde metastaz olustururlar.

Duktal hiperplazi meme kanseri baslangicinin ilk isaretidir. Bu esnada
diizgiin dagilim gostermeyen epitel hiicrelerinde ¢ogalma goriilmektedir. Bu hiicreler
baslangicta 1yi huyludur. Ancak kiside genetik olarak kanser riskinin yiiksek olmasi
hiperplaziden atipik hiperplaziye doniisiimiin olmasina neden olur. Daha sonra duktal
veya lobular olarak karsinom gelisir. Bu durumda atipiklesme sonrasi malign
ozellikteki hiicrelerin artig1 baglar. Son olarak hiicreler bazal membrandan ayrilarak
komsu dokulara dogru yayilim gosterirler [47].

2.4.4. Meme Kanseri Metastazi
Bir ¢ok tiimoriin mikroskobik olarak yayilabilmesi igin 1 mm3’ lik bir

hacime ulasmas1 gerekmektedir. Meme kanserinin mamografiyle tespit edilebilmesi

icin 3-5 mm, palpe edilebilmesi i¢cin 10 mm bir biiyilikliige ulagsmasi gerekmektedir.

Metastaz olusumuna bakildiginda iki temel durumun s6z konusu oldugu
goriilmektedir. Bunlardan bir tanesi tiimor hiicrelerinin sahip oldugu genotip ve
fenotiplerin degiserek farkli hiicre popiilasyonlar1 olusturmasi bir digeri ise timor
hiicre 6zellikleriyle metastaz siireci arasindaki iliski ve mikrogevredir. Integrin
reseptorler, biiylime faktorlerinin agir1 salgilanmasi, matriks metalloproteazlar, hiicre
adezyonu, hiicre dongiisii kontrolii ve anjiojenik faktorler metastaz biyolojisinde

onemli role sahiptirler.

Kanser metastazinin patogenezinde hem tiimdér hemde konak¢i hiicrelerin
intrinsik ozellikleri 6nemlidir. Temel olarak kan akimiyla taginan kanser hiicrelerinin
organlara spesifik olarak gitmesini ve orada biiylimesini konak¢i organ ile kanser
hiicresi arasindaki molekiiler etkilesim belirlemektedir.

Neoplastik doniigiimden sonra kanser hiicreleri hizla proliferasyona baslar.
Olusan tiimor kitlesi ilk dnce basit diflizyonla, daha sonraki evrelerde ise olugan yeni
kan damarlar1 ile beslenir. Yeni kan damarlarinin olusmasi anjiogenezis ile
gerceklesir. Tiimor 1-2 mm biiyiikliige ulastiinda yeni kan damarlarina ihtiyag
duyar. Kanser hiicrelerinin primer timdrden ayrilmasi ile metastaz siireci baglamis
olur. Timor hiicreleri daha sonra dolasima girerler. Dolasima katilan timor
hiicrelerinin en ¢ok kullandig1 yol lenfatiklerdir. Cilinkii lenfatiklerde penetrasyon
icin direng ¢ok zayiftir. Dolasimda bulunan tiimor hiicreleri yeni organin kiigiik
kapilerlerinde sikisirlar, agiga ¢ikmis olabilen subendoteyal bazal membrana

yapisirlar. Dolagimin kesilmesini ekstravazasyon izler ve yeni organda kanser

15



hiicreleri ¢cogalarak metastatik siireci tamamlar. Mikrometastazlar konak¢1 tarafindan
parcalanir. Pargalanamadigi taktirde biiylik metastazlar i¢in zemin hazirlanmis olur.

2.4.4.1.Meme Kanseri Metastazinda Organ Tropizmi
Primer tiimorden ayrilan metastatik hiicrenin baska bir dokuya ulasip
kolonize olabilmesi i¢in bir¢ok etkenin elverisli olmas1 gerekmektedir.

Uzak organlara gitmek i¢in dolasima katilan hiicrelerin ilk karsilasacagi
engel oOzellikle endotelyal hat- vaskuler duvaridir. Trombositler, 16kositler, L ve P
selektinleri ile tiimor hiicreleri metastazi kolaylastiran bir kompleks olusturur. Bu
sayede damar duvarinda emboli gibi bir tutuklanma meydana gelir. Bu sebepten
dolayr selektin ligandlarinin ekspresyonundaki artis metastatik gelisimle ve koti
prognozla iliskilendirilmektedir (Sekil 6) [48-49].

Primer Tumor

Lokosit B
Metastatik Nis

Endotel Trombosit Dolasimdaki (\§ Ly

tiimor hiicresi

Ekstravazyon

Y P-S ® P-sel ligand 7> Selectin ligands

Y U-Selectn @ L-Selectin ligand Of AEROUECON

' EsSelecn W E-Selectin igand

Sekil 6 : Metastatik siirecte vaskiiler-endotelyal duvarin yikilmast.
L-P selektinler ve trombositlerin rolii [50].

Kemik iligi ya da karaciger gibi baz1 organlarda mikrodamarlarin yapisinda
gecirgen siniisoidler bulunmaktadir. Siniisoidler kanser hiicrelerinin ekstravazyonu
icin gecirgendir ve kanser hiicreleri i¢in zayif bir duvardir. Aksine bir¢ok diger
organlarda endotelyal hiicreler kanser hiicrelerinin 6zgilirce penetre olabilecegi bir
bariyer olusturmaz. Kendine 6zgii bariyere sahip olan beyin, kan-beyin bariyerinden
dolay1 tiimor hiicreleri i¢in zor bir bariyerdir (Sekil 7).
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Sekil 7. Organa 6zgii bariyerler [51] .

2.4.4.2.Yeni Dokuya Adaptasyon- Mikrogevre

Yayilan kanser hiicrelerinin metastatik kolonizasyonu i¢in ikinci 6nemli engel
de yabanci dokuya adapte olabilmeleridir. Fizyolojik olarak normal hiicreler
kendilerinin spesifik orijinal dokularinda sag kalabilir, prolifere olurlar ve o dokunun
disinda yapamazlar. Aksine yayilan kanser hiicreleri genellikle orijinlerinden ¢ok
farkli doku ve organlarda biiyliyebilme kapasitesi kazanabilirler.

Onemli bir etken olan mikrogevre, tiimor hiicresinin etrafin1 kusatan
damarlar, molekiiller ve hiicrelerden olugsmaktadir. Tiimor hiicresi hedef organlarda
mikrogevresiyle uyumlu olabildigi 6l¢iide biiyiir ve prolifere olur. Bu kavram yeni
degildir, Stephen Paget tarafindan 1989°da toprak ve tohum (Soil and Seed) hipotezi
olarak Onerilmistir. Stephen Paget’ e gore ikincil organa basarili bir kolonizasyon,
timor hiicresinin kendi i¢ Ozelliklerine (tohum) ve mikrogevrenin (toprak)
destekleyici ozelligine baghdir. Bu karsilikli igbirligi hayatta kalmay1 ve prolifere
olmayi saglar [35, 52].

Tlimor hiicreleri, tiimdr gelisiminin baslarinda etrafin1 kusatan stroma ile ¢ift

yonlii bir iliski kurar. Ondan sonra tiimor-stroma etkilesimleri metastaza dogru timor
gelisimine sebep olur. Biikiilme ve kutuplagsma, immiin yanitin baskilanmasi,
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anjiyogenezis, biiylime, hayatta kalma ve motilite faktorlerinin salimi ile timor

hiicreleri kendi lehine etkiler ortaya ¢ikarir [53].

2.4.4.3.Pre-Metastatik Ortam ( Niche)
Pre-metastatik ortamin insasi, uygun olmayan organlara yayilan timor

hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in 6nemli bir anahtardir.

Kaplan ve ark. kemik iligi kokenli hiicrelerinin ( bone marrow derived
mobilized cells) akciger metastatik kolonizasyonu igin uygun mikrogevre
saglamada roluniin oldugunu aydinlatmistir [54].

Kemik iligi kokenli hiicreler, primer tiimorlerin yaydigi faktorler tarafindan
harekete gecirilir ve dogrudan metastaz alanlarina primer tiimdr hiicrelerinden 6nce
ulasir. Kemik iligi kokenli hiicreler, VEGFR1, CD133, CD34 ve c-Kit eksprese
ederler, bunlar hematopoietik progenitér (kok hiicre benzeri) hiicrelerinin
karakteristik markerlaridir. Toplanan VEGFR1" hiicreler spesifik faktorlerin
sekresyonu araciligiyla farkli timdr hiicre tiplerinin hangi dokuya metastaz
yapabilecegini belirleyebilir. Bir baska molekiiler mekanizma; VEGFR1 kemik iligi
kokenli hiicreleri tarafindan VLA-4 (o04Plintegrin) ekspresyonu fibronektinle
etkilesimleri i¢in gereklidir. Kemik iligi kokenli hiicreler, MMP sekresyonunu da
stimiile etmektedir. Metalloproteinazlar ise ekstraseliiler matriksi ve vaskiiler duvari

pargalayarak tiimor hiicrelerinin hareketini kolaylastirir [55].

2.4.4.4. Pre-Metastatik Ortamin Molekiiler Tesviki

Hem kemik iligi kokenli hiicrelerde hem de stromal hiicrelerdeki VEGFR1
sinyali , wvaskiiler gecirgenligi tiimér hiicrelerinin sagkalimini ve epitelyal
mezengimal gecisi (EMT) saglayarak tiimor hiicrelerinin  endotelyal gociinii
kolaylastirir. Hiratsuka ve ark., premetastatik akcigerde makrofajlar ve endotelyal
hiicreler tarafindan MMP-9’un indiiklenmesi i¢in VEGFR1 gerekliligini
vurgulamislardir. Inflamatuar kemoatraktanlardan S100A8 ve S100A9 ise sadece
primer tiimor mikrogevresinde rolii yoktur ayni zamanda pre-metastatik akcigere
CD11b* miyeloid hiicrelerinin toplanmasina ve TLR-4 aracili NF-kB sinyalini
aktive ederek tiimdr hiicrelerinin hayatta kalmasina sebep olmaktadir [56].

Erler ve ark., premetastatik nisin olusumunda hayati bir molekiil olarak lizil
oksidaz (LOX) tanimlamislardir. LOX akciger bazal membraninda fibronektinle
birlikte lokalizedir. Tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini ve CD11b+ myeloid
hiicrelerinin toplanmasini kolaylastiran uygun ekstraseliiler matriks icin g¢apraz
baglar olusturur. Sonu¢ olarak bu molekiillerin akciger metastazinda 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir [57].
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Metastaz olusumunda ekstraseliiler matriksin 6nemi;

Akcigere giren meme kanseri tiimor hiicreleri kolonizasyonu baslatmak igin
stromal osteopontin ekspresyonuna ihtiyag duyar.Periostin ' Wnt sinyalinin
indiiklenmesi ve Wnt ligandlarinin toplanmasi araciligiyla akcigerde meme kanseri
kok hiicrelerinin yayilmasini tesvik eder. Normal kok hiicrelerde eksprese edilen
ekstraseliiler matriks protein tenascin-C, agresif meme kanseri kok hiicrelerinde de
eksprese edilir ve mikrometastazin biiylimesini ve hayatta kalmasini ilerleterek
pulmoner metastaz olusumuna sebep olur. Kemokinler de kemik metastazi
olusumunda anahtar rol oynar. Bunlardan bazilar1 ; CXCL12 (SDF1- stroma kdkenli
faktor): Hedef organlara yerlesimi kolaylastirir. CXCL12/CXCR4: Meme, prostat,
ovaryum kanserlerinde kemikte pre-metastatik nis olusturur. CCL12/CCR7,
CCL22/CCR4: Meme kanseri hiicrelerinin yayilmasini tesvik eder. Bu kemokin
reseptorlerini bulunduran tiimor hiicreleri, spesifik kemokin ligandlarin1 salgilayan
osteoblastlardan dolayr kemik mikrogevresinde c¢ogalabilecegi verimli bir toprak
bulur [58].

Son 40 yildir yapilan g¢aligmalar, metastatik tropizmi yoOneten ¢esitli
molekiiller mekanizmalar1 ve alana 06zgii biiyiime mediyatorlerini agiklamistir.
Ozellikle meme kanserinin spesifik olarak organa 6zgii metastazina aracilik eden gen
ekspresyonlar1 tanimlanmistir. Bu genler, yabanci mikrogevre tarafindan koyulan
engeller ve kanser hiicrelerinin intrinsik Ozellikleri arasinda uyumsuzluklarin
iistesinden gelerek organa Ozgii metastatik yayilmayr organize eder.Metastatik
hiicrelerin organ segilimi, sekonder ve primer dokular tarafindan belirlenerek uzaga
adapte olma programlarin1 kapsar. Bu ¢ift yonlii metastatik tropizma 6zelligi, meme
kanseri hiicrelerinin ni¢in farkli organlara 6rnegin; akciger, kemik karaciger ya da

beyine, metastaz yaptigini aciklayabilir.

Her metastatik alan icin farkli genetik programlar geligsmistir. Fakat metastazin
organ spesifik mekanizmalar1 evrensel degildir.Farkli kanserler, Ornegin; meme,
prostat ya da akciger farkli sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile ve farkli molekiiler
programlar1 gelistirerek benzer hedef organlara metastaz yapabilir. Akciger ve
pankreas gibi baz1 karsinomalar kisa zamanda metastaz olusturabilirken; meme gibi
diger karsinomalarin metastaz olusumu yillar alabilir. Bu, pankreas gibi kanserlerin
yeni mikrogevreye meme kanserinden daha hizli bir sekilde adapte oldugunu
gosterir [52].
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2.4.4.5. Meme Kanseri Metastaz Olusumunu ilerleten Genler

Organa 0zgii metastazin molekiiler aracilarin1 tanimlamak ic¢in deneysel
modellerde ve klinik 6rneklerde kanser hiicreleri {izerinde gen ekspresyon profil
deneyleri olusturulmustur. Elde edilen sonuglar gostermislerdir ki meme kanseri
hiicrelerinin, spesifik hedef organlara kolonize olmasini saglayan genetik programlar
edinirler.

Yapilan deneylerle 3 temel kategori Onermislerdir: Baslama, ilerleme ve
viriilans.

Metastazi baslatan genler; Primer tiimor alanlarinda hiicre biiyiimesine, bu alanlardan
ka¢maya ve invasive sebep olur.

Metastaz gelisim genleri ; Timor anjiyogenezi, inflamasyon, emt ya da immiin kagis1
saglayarak metastazi ilerletir.

Metastaz viriilans genleri ; Sekonder organlara kolonize olan timor hiicrelerinin
hayatta kalmasini saglar.

Primer tlimorlerde bu genlerin ekspresyonuna bakilarak hastalarda organa
0zgli metastaz olusumu tahmin edilebilir. Son gbzlemlerin 1518inda diisiiniilmelidir
ki; deneysel tiimorlerde metastatik hiicreler yeniden tohumlanma (re-seeding)
mekanizmas1 tarafindan metastatik alanlardan, primer tiimor alanlara tekrar
donebilir.Primer tiimdr boyutu, yliksek proliferasyon orani ve kotii prognoza sebep
olan agresif metastatik davranislar arasinda bir korelasyon vardir.
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Sekil 8. Meme kanserinin beyne, karacigere, lenf nodlarina, akcigere ve kemige
organ- spesifik metastaz olusturmasinda rol oynayan genetik faktorler [59].

Kemige, akcigere ve beyine organa 6zgii metastaz olusumunu tesvik eden
meme kanser genleri tanimlanmistir. Onlar;  proinflamutar molekiiller ve
kemokinler/reseptorler ( 6rn: COX-CXCL12/CXCR4 ), matriks degrade edici ve
modifiye edici enzimler (6rn: MMP1/2, LOX), adhezyon ve ekstraseliiler matriks
molekiilleri (6rn: VCAM-1, TNC, OPN),
KLF17), intaseliiler sinyal proteinleri (6rn: SRC, NF-kB), hiicreler aras1 iletisimde

transkripsiyon faktorleri ( orn: IDI,
rol oynayan proteinleri (JAGGEDI1, CTGF)dir. Baz1 genler tohumlanmay1 tesvik

ederken (STOGALNACS, AGPTL4) bazilar1 da kolonizasyonu ( 6rn: OPN,CXCR4)
tesvik eder.
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2.5.  Substans P ve Reseptorleri
Insan tachykininleri TAC1, TAC3, ve TAC4 genleri tarafindan kodlanmakta

ve substance P, neurokinin A, ve neurokinin B peptidlerini icermektedir. Substance P
yara iyilesmesinden agri duyumu ve akut inflamasyona uzanan pek ¢ok Oonemli
fizyolojik diizenlemede yer almaktadir [60-61]. Bu peptitler sirasiyla G-protein ile
eslesen (G Protein Coupled Receptors), NK1, NK2, ve NK3 tachykinin reseptorlerini
aktive etmektedirler. Hem SP hem de NK reseptorleri beyinde, omurilikte ve
periferal sinir sisteminde yaygin olarak bulunurlar ancak meme, ovaryum prostat

pankreas, losemi ve glioblastoma dahil birgok kanser tiiriinde asir1 eksprese
edilmektedir [62-63].

Meme kanserinde , SP ve reseptorii yaygin olarak onkogenik ozellikler
edinirler ve kemik iligi metastaz olusumuna aracilik ederler [64-67]. SP ile NK-1
reseptoriin  uyarilmasi sonucu , PI3K, NF-kB yolagi, ve MAPK aktiflesmektedir .
Ayrica NK-1 reseptorii araciligi ile SP, sinyal aktive edici reseptorlerin yaninda ,
sinyal transdiiksiyonunu indiiklemektedir. Bu reseptorler tirozin kinaz aktiviteli
reseptorleri igerir. Bunlara EGFR ve Her2 'yi de igeren ErbB familyasina ait
reseptorler 6rnek verilebilir. SP' nin bu etkisi bir¢ok hiicre tipinde tanimlanmistir
[68-70]. Ayrica SP, bir matrijelmatrix iizerinde yer alan endotelyal hiicrelerden-
kapiller benzeri yapilarin  olusumunu indiikleyerek anjiyogeneziste rol
oynamaktadir[71]. SP aracili NK-1 reseptoriiniin aktivasyonu endotelyal hiicrelerin
proliferasyonunun indiiklenmesiyle neovaskularizasyon siirecini dogrudan
uyarmaktadir. Caligmalara gore, SP'nin anjiyogenik etkisi mikrovaskiiler yapilar
tizerindeki NK-1 reseptor ile ortaya ¢ikmaktadir [72] .

Genellikle tlimor hiicrelerinin plazma membranlarinda immunreaktif NK-1
reseptorleri  asir1 eksprese edilmektedir [73]. Bu baglamda NK-1 reseptorlerin
immunohistokimyasal metodlarla  goriiniirliigii, reseptorii asir1 eksprese olmus
timorlerin tanimlanmasini ve teshisini kolaylastirmaktadir. Ayrica NK-1 reseptor
antagonistlerinin kullanimi ile yeni terapotik yaklasimlar sunmaktadir [74].

Yapilan ¢aligmalara gore insanlarda ve ratlarda NK-1 reseptoriin farklh
izoformlar1 bulunmaktadir. Izoformlarm biiyiikliigii 46 kDa 'dan 54 kDa'a kadar
degismektedir. Ornegin insan lenfositlerinde glikolize edilmis NK-1 reseptdriiniin
molekiiler agirligi 58 kDa iken IM9 lenfoblastlarda 33 kDa ve 38 kDa olarak ki
formu bulunmaktadir. Gegtigimiz birkag¢ yilda, bir¢ok insan tiimor hiicre dizilerinde,
NK-1 reseptoriin ¢ok daha fazla izoformu (75, 54-58, 46, ve33-38 kDa )
bulunmugtur. farkli kanser tiplerinde eksprese edilen NK-1 reseptoriin,farkls
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izoformlarimin, farkli rollerinin oldugu diisiiniilmektedir. Bu ylizden c¢alismalarda
reseptorlerin  fonksiyonlarmin tanimlanmasi yeni terapotik yaklagimlara imkan

saglayacaktir [75].

Tiimor hiicrelerinde eksprese edilen NK-1 reseptoriin yalnizca niteligi degil
ayni zamanda niceligi de dnemlidir. Clinkli insan pankreatik kanser hiicre dizilerinde
normal hiicreler ile karsilastirildiginda 25-36 kat artan NK-1 reseptor ekspresyonu
gorilmektedir. Dahasi, ileri timor asamasinda olan hastalarin 6rneklerinde NK-1
reseptor ekspresyonu Onemli derecede daha yliksek bulunmustur. Normal insan
hiicrelerinde NK-1 reseptoriin sayist insan tiimdr hiicrelerine gore daha diistiktiir
(6rnegin; insan kan T lenfositlerinde 7.000-10.000 NK1 reseptdr/hiicre, astrocytoma
hiicrelerinde ~ 40.000/hiicre) [76-77]. NK-1 reseptér ekspresyon yiizdesinin
malignansi ile dogru orantili oldugunu gosterilmistir. Ornegin glioblastoma,
astroctomaya gore daha fazla NK-1 reseptor eksprese etmektedir [78].Ayrica primer
astrocytoma/glioblastoma hiicre dizileri kiiltlirlenen astrocytoma/glioblastoma hiicre
dizilerinden daha fazla NK-1 reseptor ekspresyonu sergilemektedir. Sonug olarak
NK-1 reseptoriinii kodlayan mRNA kspresyonu malignant dokularda artmis fakat
benign dokularda artmistir (meme biyopsileri) [67].

2.5.1. NK-1 Reseptor Aktivasyonu ve Sinyali

SP tercihen G proteini ile eslesen NK-1 reseptoriine baglanir. Bu reseptdorler
serpetin reseptorleri olarak da adlandirilir. Bu G kompleksi 3 farkli alt {initeden
olusur. Bunlar GDP/GTP ' yi baglayan Ga alt tinitesi, Gy kompleksi olusturan Gf
and Gy alt tiniteleri . Bir agonist ile reseptor aktiflestigi zaman GTP/ GDP degisimi
icin Ga alt {initesi indiiklenir ve Gfy dimerinden ayrilir. Ga ve Gpfy (Src kinaz)
reseptorden ayrilarak kendi sinyal kaskadini indiikler. G proteini Gpy alt iiniteleri
ras- bagimh kaskadin shc, grb2 ve src gibi komponentlerini toplar. Boylece raf-1,
MAP kinaz , ve spesifik bir aktivator ERK1/2 aktiflesir [79]. SP, NK-1 reseptoriine
baglandigi zaman ise MAPK kaskadinda rol alan ERK1/2 (extracellular signal-
regulated kinases 1) ve p38MAPK iiyeleri aktiflesir. 3 farklih MAPK vardir ;
extracellular signal-regulated kinase (ERKS), c-Jun NH2 terminal kinase (JNKSs), ve
p38 MAPK. Hepsinin ortak o0zelligi, proteinlerin fosforilasyonu sonucu gen
ekspresyonunun degismesidir. Bu yolaklarin aktiflesmesi hem biiyiime hem de
apoptozisin indiiklenmesine sebep olur (Sekil 9) [80-81].
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Sekil 9. SP aracili NK-1 reseptor aktivasyonu, hiicre proliferasyonuna antiapoptotik etkiye ve hiicre
migrasyonuna neden olur [82] .

Literatiirlere gore, SP ile NK-1 reseptoriin aktivasyonu, fosfoinositid
hidrolizi, kalsiyum mobilizasyonu ve MAPK aktivasyonuna sebep olmaktadir. NK-1
reseptOriiniin  aktivasyonu, onkojenler ile iligkili mitojenezis, anjiyogenezis, hiicre
migrasyonu ve metastaz ile iliskili sayisiz proseslere Onciiliik etmektedir. Bu
nedenle SP ve NK-1 reseptor etkilesimi tiimor gevresinde oldukga etkili oldugu
diistiniilmektedir. Bu baglamda SP , NK1- reseptor aracili, astrocytoma , melanoma,
noroblastoma, glioma, gastrik  karsinoma, pankreatik, larinks, kolon,
retinoblastoma, 16semi ve meme kanseri basta olmak iizere bir¢cok insan kanseri

hiicre dizilerinde mitojen etki gostermektedir [63, 83].

Tumor gelisimi ve yayiliminda timor hiicresi kadar tiimorii gevreleyen
hiicrelerle etkilesimi (mikrogevre) de rol oynamaktadir. Substance P’yi de igeren
Tachykinin ailesi noropeptitler tiimor mikrogevresinde yer alan makrofajlar, endotel
hiicreleri ve epitelyum tarafindan sentezlenmektedir [63]. Ayrica NKIR eksprese
etmeyen tlimorlerin hepsinin peritiimdral damar yapilarinda NKI1R ekspresyonu
gozlenmistir [84]. Substance P’nin damar gelisimini ve endotel proliferasyonunu
arttirdigt goz Oniine alindiginda NKIR antagonistlerinin anti-anjiogenik etki
gosterebilecegi diisiiniilmektedir[72]. Ayrica NKIR aktivasyonunun hiicrelerin
malign transformasyonunda rol oynadigi ve kemik metastazin1 arttirdigi
distiniilmektedir[67, 85]. NK-1 antagonisti L-733, 060’iin kemoterapiye direngli

meme kanseri hiicre dizilerinde hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir [85].
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Spesifik insan NKI1R antagonistlerinin (MEN 11,467 ve MEN 11,149
Smg/kg) immiin sistemi ¢Oktiiriilmiis farelerde glioma gelisimini yavaslattigi
gosterilmistir [86]. Benzer sekilde immiin sistemi ¢oktiiriilmiis farelerde NK1R
antagonistlerinin meme ve kolon kanserinin lokal gelisimini yavaslattig
gosterilmistir [87-88]. Her ne kadar bu ¢alismalar in-vivo ortamda yapilmis olsa da
immiin sistemi ¢Oktiiriilmiis farelerde yapildigi i¢cin Substance P’nin tiimor gelisimi

ve metastaz lizerindeki gergek etkilerini gostermeyebilir.

Literatiirdeki bilgiler Substance P’nin sitotoksik immiiniteyi indiikledigini ve
bu yolla diisiiniilenin tersine kanser gelisimini yavaslatabilecegini gostermektedir.
Ornegin Substance P’nin Natural Killer (NK) hiicrelerinin ve sitotoksik T
hiicrelerinin aktivitesini ve IFN y sekresyonunu arttirdigi bilinmektedir [17, 89-90].
IFN v nin tiimor antijenlerine spesifik sitotoksik T hiicre (CDS8) olusumunda kritik
onemi oldugu bilinmektedir Anti-timoral immiinitenin gelismesinde ¢ok énemli olan
Dentritik hiicre fonksiyonunun da Substance P tarafindan kontrol edildigi
gosterilmistir. Dentritik hiicrelerin Substance P reseptorii olan NKI1R’yi igerdigi
bilinmektedir [91]. NKIR aktivasyonunun Dentritik hiicre aktivasyonuna ve
Interlokin 12 (IL-12) tiretimine neden oldugu bulunmustur [92]. 2012°de yapilan bir
calismada Substance P’nin aktive ettigi NK2R’niin aktivasyonunu dentritik hiicre
aktivitesine bagli olusan ve anti-tiimdral etki gosteren tip 1 immiin yanittin
olusmasimi sagladigi gosterilmistir [93]. Aktive olmus dentritik hiicreler kanser
immiinoterapisinde kullanilmaktadir ve kismi olumlu etkileri gosterilmistir. [94-96].
Dolayisiyla biitiin  bu c¢aligmalar Substance P ve reseptorlerinin  kanser
patogenezindeki roliiniin tek bir yone c¢ekilemiyecegini ve kanserin fenotipine,
mikrogevre ile etkilesimine, olusturdugu immiin yanita gére Substance P ve

antagonistlerinin etkisinin farkli olacaginmi diisiindiirmektedir.

2.6. Makrofaj Inflamatuar Protein-2 (MIP-2)

MIP-2, CXCL2 nin fare homologudur ve kendi reseptdrii CXCR2'nin
aktivasyonu ile tiimdr hiicrelerinin biiyiimesine ve transformasyonuna sebep olur.
CXCR?2 ligandmin fare homologu CXCL2 ya da mip-2 (insanda IL-8) inflamatuar
yanit sirasinda nétrofil infiltrasyonunu uyarmaktadir [97]. Ayrica CXCR2 aracili
timor hiicre biliylimesine ve transformasyonuna sebep olmaktadir [98-99]. Son
yapilan ¢alismalarda, mip-2 'nin primer tiimdrlerin % 7.5'unda, metastatik tiimorlerin
%19.9 'unda amplifikasyonu rapor edilmistir [100]. Literatiirdeki verilere gére mip-2,
ozellikle CXCR2 aracili notrofil kiimelenmesi ile anjiyogenezisi indiiklemektedir
[101]. Anjiyogenezis ise tiimor gelisimini destekleyerek metastaz olusumuna aracilik
etmektedir.
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Sekil 10. MIP-2 sekresyonuna aracilik eden hiicre i¢i sinyal mekanizmalar1 [102].
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GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Yontemi
Metastatik meme kanseri hiicre dizilerinde SP’nin NKIR ve NK2R

antagonistlerinin proliferasyon {izerine etkilerini belirlemek i¢in hiicre kiiltiiri

yontemi kullanildi.

3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1X)
(Biochrom- F4815)
Non-essential amino asid (Biochrom - K 0293)
Tyrpsin-EDTA (%0.25) (Sigma-T4049)
Gentamisine (Genta)
Sodium piriivat 100 mM (Santa Cruz)
2-Mercaptoethanol 1000X (Merck)
Fetal Bovine Serum (Biochrom)
Cell Proliferation Reagent (WST-1) (Roche- 11644807001)
NK1R antagonisti 10 mg RP 67580 (Tocris)
NK2R antagonisti 10mg GR 67580 (Tocris)
Substans P 5mg RP 10178 (Genscript)
SP-Methyl ester 5 mg RP10184 (Genscript)
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3.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Sarf Malzemeler

1. Hiicre kiiltiir pleyti (Falcon)

2. Santrifiij tiipleri (15 ml ve 50 ml) (BD)
3. Hiicre dondurma tiipleri (TRP)

4. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (BD)
S. 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (BD)
6. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (BD)
7. Steril serological pipet (BD)

8. Steril mikropipet uglart (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl) (Gilson)
9. Otomatik mikropipetler
10. Enjektor (1 ml, 5 ml, 10 ml)
11. Thoma lam (Marienfeld- C964730)
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12. Eppendorf tiip (LP)

3.1.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cihazlar

=

Santrifiij (Eppendorf)

Mikro santrifiij (Eppendorf)

Class Il LaminAir( Esco)

Isik mikroskobu (Olympos)

CO2 inkiibatérii ( %5 CO2) (Termo)
S1v1 azot tanki

Buzdolab1 (+4) (Beko)

Laboratuar tipi derin dondurucu(-86) (Termo)
Vortex (Velp)

Su banyosu (Memmert)

Otoklav (Niive)

Derin dondurucu (-20) (Beko)
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3.1.4. Besiyerinin Hazirlanmasi
Hiicre kiiltiiri besiyerleri laboratuar ortaminda hiicrelerin normal metabolik

aktivitelerini stirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan mikrogevreyi saglayan besleyici
solusyonlardir. Hiicre kiiltlirii besiyerleri iceriklerindeki aminoasit, karbonhidrat,
vitamin ve iyonlarla hiicrelerin gelisimini desteklerler. Laboratuar ortaminda
hiicrelerin ¢ogaltilabilmesi i¢in uygun pH, sicaklik ve nemin saglanmasi ¢ok
onemlidir.

Calismamizda ilk once besiyeride kullanilacak olan tiim tiim ¢ozeltiler su
banyosunda 37 °C’ye getirildi. DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium
1X) (Biochrom) sivi besiyeri) icerisinde %5 FBS ( 1siyla inaktive edilmis Fetal
Bovine Serum), 2 mM L-glutamin, 0,02 mM non-essential aminoasid, 1 mM sodyum
piriivat olacak sekilde besi ortami hazirlandi. Kullanilmadigl siirece +4°C’de
saklandi.

3.1.5. Hiicre Dizilerinin Hazirlanmasi _
Calismada, danismanim Prof.dr. Nuray ERIN’in gelistirdigi meme kanseri

hiicre dizileri kullanilmistir. Bu hiicreler Balb-c fareden elde edilen 4T1 meme
kanser hiicreleri ile onun metastatik alt gruplaridir. Spesifik olarak 4THM hiicreleri:
4T1 primer timorlerden kalp kasina ve perikarda metastaz yapan hiicreler, 4TLM
hiicreleri: 4THM hiicreleri ile olusan primer tiimorlerden karacigere metastaz yapan
hiicreler, 4TBM hiicreleri: 4THM hiicrelerinin beyine metastaz yapan alt grubudur
(Sekil 11).
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Sekil 11. Caligmada kullanilan hiicre dizilerinin sematik gosterimi [103].

S1v1 nitrojen tankinda kullanilmak iizere dondurulan stok hiicre dizileri uygun
kosullarda ¢ozdiiriilmiistiir. Bunun i¢in, hiicreleri igeren cryo tip 37 °C su
banyosunda kisa bir siire (20 sn) bekletildi. Bu asamadan sonraki iglemler siki
aseptik kosullar altinda yapildi. Cryo tiiplerin dis yiizeyi alkolle temizlendi ve lamina
flow steril kabin icerisine alindi. Hiicreler % 5 fetal bovin serum (FBS), 0.02 mM
esansiyel olmayan amino asit karisimi, 1 mM sodyum-piriivat, 4 mM L-glutamin ve
80 mg gentamisin ilave edilmis DMEM-F12 besi yeri kullanilarak, 37 °C’de % 5
CO2°li etiivde kiiltiirlendi. Petrilerdeki doluluk orami % 80-90 olunca, hiicreler,
deney i¢in optimize edilen oranlarda, steril petri veya kuyucuklu plaklara boliindii.

3.1.6. Hiicrelerin Dondurulmasi
Daha sonraki calismalarda kullanilmak {izere hiicrelerin bir kismi uygun

sekilde donduruldu. Bunun i¢in 4 ml serumsuz besiyeriye 400 ul DMSO ve 800 pl
FBS eklenerek dondurma soliisyonu hazirlandi. Hiicre kiiltlir petrisini dolduran
hiicreler 1ml tripsin ile kaldirild1 ve %5 FBS iceren besiyeri eklenerek 3 dk 700 rpm’
de santrifiij edildi. Siipernatan atildi ve kalan pelletin tizerine yogunluguna gore 1-3
ml dondurma soliisyonu eklendi ve pipet yardimi ile homojen duruma getirildi.
Ardindan hiicre siispansiyonlari cryo tiiplere dagitildi ve kademeli olarak dondurmak
icin izopropil alkol igeren dondurma kabi (freezing container) i¢inde 24 saat —
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80°C’de tutuldu. Daha sonra cryo tiipler sivi nitrojen (-196 °C) tankina transfer
edildi.

3.1.7. Hiicre Standartlarimin Hazirlanmasi
Hiicreler 10 kat sulandirilip thoma laminda sayildi. Ilk standart 120 bin ve

sonrakiler yar1 yartya olacak sekilde dilue edildikten sonra 96 kuyucuklu plateye
ekildi. Her bir hiicre hatt1 i¢in bu islemler yapildi. 24 saat inkubasyonun sonunda her
bir kuyucuga besiyeri ile hazirlanan %10’ luk Cell Proliferation Reagent (WST-1)
(ROCHE) 100 pl wverildi. 3 saat inkiibasyona birakildi. 3 saat sonra
spektrofotometrede 420 nm dalga boyunda okuma yapildi. Elde edilen degerler
KCjunior (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC) programi kullanilarak hesaplandi.

3.1.8. SP, SP metil ester ve Antagonistlerinin Hazirlanmasi
Substans P (Genscript RP-10178) ara stogu 10mM olacak sekilde hazirlandi.

Bunun i¢in 5mg substans p, 371 pl %1 BSA (bovine serum albumin) i¢ceren distile
suda steril kosullarda ¢6ziildii ve filtreden gegirildikten sonra kiigiik deney tiiplerine
boliinerek -20°C’de saklandi. Substans P (Genscript RP-10184) ara stogu 10mM
olacak sekilde hazirlandi. Bunun i¢in 5mg substans p metil ester , 367 ul DMSO
(dimetil siilfoksit) ile steril kosullarda ¢6ziildii ve filtreden gecirildikten sonra kiigiik
deney tiiplerine boliinerek -20°C’de saklandi.

NK1R antagonisti (Tocris RP67580-10mg) ve NK2R antagonistinin (Tocris
GR159897-10mg) ara stoklar1 10mM olacak sekilde hazirlandi. Bunun i¢in 10 mg
antagonist 2,25ul DMSO igerisinde steril kosullarda ¢oziildi ve filtreden
gecirildikten sonra kiiciik deney tiiplerine boliinerek -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.9. Hiicre Kiiltiiriinde SP ve Antagonistlerin Etkilerinin Arastirilmasi
Hiicre saymmu icin kiiltiir kaplarinin tabanina yapigmis olan hiicrelerin

kaldirilmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in hiicreler, 2 ml %5 FBS igeren Dmem besiyeri
ile yikanip tlizerine Iml Tripsin/EDTA c¢ozeltisi eklendi. Kisa bir siire oda 1sisinda
inkube edildi (30-90sn). Hiicreler arasi baglarin giicii, hiicre hattina gore degiskenlik
gosterdigi icin tripsinle inkubasyon siiresi her bir hiicre hattinda sabit tutulmamastir.
Hiicre kiimeleri platen tabanindan ayrilmaya baslayinca hafif pipetaj yapildi tripsin-
hiicre siispansiyonu 15 ml’lik santrifiij tliplerine aktarild1 ve tiiplere 2ml besiyeri
eklendi. Iginde hiicre siispansiyonu bulunan santrifiij tiipii, 700 rpm’de 3 dakika
santrifiijlendi, ¢okelti atild1 ve hiicrelerin yogunluguna gore ¢okelti lizerine 2-5 mi
besiyeri ilave edildi. Kisa bir pipetleme islemi sonrasinda hiicreler homojenize
edilerek tek tek sayilabilecek duruma getirildi. Toma lam1 kullanilarak hiicre sayimi
yapildi. Bunun i¢in 6ncelikle kiiciik deney tiiplerine 900 pl besiyeri ve 100 pl hiicre
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siispansiyonu eklenerek (10 kat sulandirarak) hafif pipetaj yapildi. Thoma lami
alkolle temizlenip {lizerindeki mikrokareleri drtecek sekilde bir lamel kapatildi. Daha
sonra, hiicre stispansiyonundan 100 pl alinip lamelin hemen altindan mikrokarelerin
bulundugu bolgeyi kaplayacak sekilde lam tizerine birakildi. Bu sekilde hazirlanan
preparatta canli hiicreler 151k mikroskobu kullanilarak 40x biiyiitmede sayildi. Toma
lama1 tlizerinde 4 bolgedeki canli hiicrelerin toplam sayis1 bulunduktan sonra 1 ml’deki
hiicre sayist1 ve sulandirma katsayisi hesaplandi. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plaklarina her bir kuyucukta 200 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra tedaviye baglangi¢ anindaki hiicre sayisinm
belirleyebilmek i¢cin 96 kuyucuklu plakin bir sirasindaki kuyucuklara 100 pl %10
WST-1 koyuldu. 3 saat inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede 420-600 nm
dalga boyunda okuma yapildi ve bu grup time zero (TO) olarak adlandirildi. Her bir
hiicre dizisi kulanacagimiz ajanlarin belirledigimiz konsantrasyonlar1 (SP 10-0,001
uM, NKI1R antagonisti (RP67580-10mg) ve NK2R antagonisti (GR159897-10mg)
(30, 10 uM ) ile muamele edildi. ilaglar 200 pl %35 FBS igeren besiyeri ortaminda
hiicrelere uygulandi. Bu islemden sonra hiicreler 72 saat inkiibe edildi. 72sa
inkubasyonun ardindan hiicre proliferasyonundaki degisiklikleri belirlemek icin
kuyucuklardaki stipernatanlar atilip 100’er pl %10 WST-1 Kiti uygulamasi ile tedavi
sonlandirildi. Etiivde 3 sa inkubasyonun sonunda spektrofotometrede 420-600 nm
dalga boyunda okutulan degerler KCjunior (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC)
programi kullanilarak hesaplandi. Hiicre sayilarindaki doza bagli inhibisyonun

kontrole gore yilizdeleri hesaplanarak degerlendirildi.

3.2. Western Blot Yontemi
Kullandigimiz metastatik meme kanseri hiicre dizilerinde NK1R ve NK2R

ekspresyonlarinin gosterilmesinin yani sira uyguladigimiz ajanlarin farkli dozlari ile
hiicre i¢i sinyal yolaklarinda o6nemli rolleri olan AKT , ERK ve P38
fosforilasyonundaki degisiklikleri belirlemek ve semikantitatif olarak protein
seviyelerini karsilagtirmak i¢in western blot teknigi uygulandi.

3.2.1. Hiicre lizatlarinin hazirlanmasi
Steril ortam kosullarinda, laminar flowda hiicreler tripsinizasyon ile kiiltiir

kaplarindan toplandiktan sonra tripsini uzaklastirmak i¢in santrifiijlendi. Tiipiin
dibine ¢oken hiicre pelletini %5 FBS igeren besiyeri ile diliie edip 10 kat sulandirarak
toma lamu ile 1 ml’deki hiicre sayis1 hesaplandi. Ihtiyacimiz olan hiicre miktari igin
elimizdeki hiicre suspansiyonunun sulandirma miktar1 bulundu. 6 kuyucuklu plaklara
400.000’er hiicre ekildikten sonra iizerine 2’ser ml %5 FBS igeren besiyeri eklendi,
48 sa inkubasyonun (%5 CO2, 37°C kosullarinda) ardindan, hiicre dizilerine SP (10
uM, 0,1 uM), NK1R ve NK2R antagonisti (30 uM, 10 uM) %35 FBS iceren besiyeri
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ortaminda (tedavi hacmi her kuyucuk i¢in 1 ml ) uygulandi. Her hiicre dizisinde,
kontrol amaci ile tedavi edilmeyen bir grup olusturuldu. 40 sa inkubasyonun
ardindan ilagh besiyeri, pipetle (hiicreleri plakin tabanindan kaldirmadan) hassas bir
sekilde ¢ekildi. 500 pl 1x PBS ile hiicrelerin yiizeyi hafif bir sekilde yikand1 ve PBS
uzaklastirildi. Daha sonra her kuyucuga 150 pl proteaz inhibitorii igeren lizis buffer
eklendi. Seri bir sekilde hiicreler, separater ile plakin tabanindan siyrildi. Daha sonra
pipet kullanarak elde ettigimiz lizatlar buz igierisindeki kiiciik tliplere aktarildi ve
ornekler -80°C’ de saklandi.

3.2.2. Bradford Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini
Kullanilan Soliisyonlar:

1pg/pl BSA

0,1 g stok BSA (10mg/ml) (#sc-2323 Santa cruz)

10ml Distile su

Bu soliisyondan 100pl alinarak 900pl distile su ile Iml’ye tamamlanir.
Bradford Ayirac (#1-800-4; BIORAD)

3ml Bradford Reagent

12 ml Distile su

Western-Blot teknigi i¢in hazirlanan lizatlar -80°C’den cikartildi ve buz
izerinde ¢oziinmeleri i¢in beklendi. Coziinen lizatlar vorteks yardimiyla karistirildi.
10000 rpm’de 1 dk siireyle santrifiij edildi ve lizatlar yeniden buz iizerine alindi.
Pipet yardimiyla slipernatant kisimlar1 yeni ependorflara aktarildi. 96 kuyucuk iceren
plakin ilk siralart okuyucunun daha anlasilir 6l¢tim yapabilmesi i¢in bos birakildi.
Her bir lizat icin ikinci siranin ikinci kuyucugundan baslanarak asagi dogru her
kuyucuga lug/ul BSA’dan 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15ul koyuldu. Aymi kuyucuklara
lizatlardan da 1pl 6rnek koyuldu. Her kuyucuga 100ul bradford ayiraci eklenerek
ornekler 6l¢lim i¢in hazir hale getirildi. Multiscan spektrum yardimiyla 595nm’de
Ol¢im yapildi. Cikan sonuglar Microsoft Office Excel programina yazildi.
BSA’lardan alinan degerler X ekseni; konsantrasyonlar ise Y ekseni olacak sekilde
veriler diizenledi ve grafik ¢izildi. Elde edilen grafigin egim formiiliine gore
lizatlardaki protein miktarlar1 hesaplandi. Western-Blot protokolii i¢in, her 6rnekte
esit miktarda protein olacak sekilde hesaplamalar yapildi.

3.2.3. Western Blot Yonteminde Kullanilan Kimyasallar

e Tris Base : Applichem Cat No: 77-86-1
e Glisin : Sigma Cat No: 85H07821
e Metanol : Merck: 106007 Tween20 : Cayman Cat No : 400035
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Temed : Applichem Cat No : 110-18-9

Akrilamid : Biorad Cat No : 161-0156

Amonyum Persiilfat: Applichem Cat No : 7727-54-0

Sodyum Dodesilstilfat : Sigma Cat No : 114H0311

Merkaptoetanol (%98, 100 ml): Sigma Cat No: M3148

Bromofenol Mavisi (25 gr): Sigma Cat No: B0126

Bovine Serum Albumin (100 gr): Sigma Kat No: A7906

PVDF-Plus, Transfer Membrani, (0.45 pM, 30cmx3m): Milipore Kat No:
ISEQ00010

ECL Clarity Western Blotting Substrate 500 ml: BIO-RAD Kat No : 170-
5061

Marker (Protein Ladder (100 pl): Thermo scientific Kat. No : 26619

Primer Antikor Rabbit pAKT: Cell signaling Kat no: 4060L

Primer Antikor Rabbit pERK: Cell signaling Kat no: 9106L

Primer Antikor Rabbit pP38: Cell signaling Kat no: 4511L

Sekonder Antikor Anti-Rabbit: Santacruz Kat no: sc-2004

Sekonder Antikor Anti-Mouse: Santacruz Kat no: sc-2005

Primer Antikor GAPDH: Meridian Kat no: H86504M

3.2.4. Western Blot Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar:

Resolving Buffer:

1,5M TrisBase pH: 8.8

1 It.’s1i¢cin 181,64 gr Trisbase tartilir ve distile suda ¢oziiliir.

Stacking Buffer:

0,5M TrisBase pH:6,8

1 It sii¢in 60,5 gr trisbase tartilir ve distile suda ¢oziiliir.

10x Running Buffer:

15 gr. TrisBase ve 94 gr. Glisin tartilir. 50 ml %10 filtrelenmis SDS
eklendikten sonra 1’1t ye distile su ile tamamlanir.

10x TBS:
Yikama soliisyonu hazirlamak i¢in stok olarak kullanilir. 24.2 gr Tris base,

80gr NaCl tartilir. 800 ml ddH20 igerisinde ¢ozdiiriiliir. pH : 7.6’ya ayarlanir 11t’ye
kadar ddH20 ile tamamlanir. Yikama igin 1 It 1x TBS ve 1ml Tween 20 karisimi

hazirlanir.

2x SDS Loading Dye
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20ml ddH20 + 20ml stacking buffer +20ml %10 SDS + 40ml gliserol +6 mg
bromofenol blue karistirilir ve her birinde 950ul olacak sekilde ependorflara boliiniir
-80’e kaldirilir , kullanilacagi zaman ¢eker ocakta 50ul B-merkaptoetanol eklenir.
e 910 APS
Taze hazirlanmalidir.
0,1 gr APS 1 ml ddH20’da ¢oziiliir.
e Transfer Buffer:
3,75gr glisin ve 7,25gr TrisBase tartilir vel It distile suda ¢oziiliir. Soliisyona
kullanilacagi zaman 250 ml methanol eklenir. +4 °C ’de sogutularak kullanildi.
e Akrilamid/Bisakrilamid:
29:08 oraninda karistirilarak hazirlanir.
e Commasive Blue :
200ml asetik asit, 1800ml H20, 0,5 gr comassie blue karigimi 1
sa karistirilir filtreden gegirilir.
e Bloklama Soliiyonu:
%1°lik Bovine Serum Albumin (BSA)
1gr BSA 100ml 1x TBS-t igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.
¢ Chemiluminescent Soliisyonu: BIO-RAD Kat No : 170-5061
e Triton-X Lizis Tamponu
100mM Sodyum Floriir (NaF-Sigma S7920), 50mM HEPES (Sigma H3375),
150mM Sodyum Kloriir (NaCl- Merck1.06404.1000), %10 Gliserol (Sigma G2025),
%]1,2 Triton-X100 (Merck 1.08603.1000), ImM Magnezyum Kloriir (MgCl2-Sigma
M8266), 1ImM EGTA (Amresco 0732), 1ImM Sodyum-o-vanadat (Sigma S6508) ve
1x proteaz inhibitor kokteyli (Roche-cat. no: 11 836 145 001). Solusyon pH: 7,4 (pH
metre: Hanna Instruments pH 211)‘ e ayarlanda.
e Jellerin hazirlanmasi

Jellerin dokiilecegi camlar alkol ile silinerek temizlendi ve jel dokme
aparatina yerlestirildi. Tiim proteinler i¢cin %10’luk ayirma ve yiirtitme jeli kullanildi.
1) % 10’luk Alt jelin hazirlanmasi
11.55 ml distile su, 7,5 ml 4X alt jel hazirlama tamponu, 10,5 ml akrilamid-
bisakrilamid, 300 ul %10’luk APS, 300 ul % 10 SDS, 30ul Tetraetilmetilendiamid
(TEMED) karistirilda.

i) % 10’luk Ust jelin hazirlanmasi
6 ml distile su, 2,5 ml 4X iist jel hazirlama tamponu, 1,25 ml akrilamid-bisakrilamid,

100 ul %10’luk APS, 100 pl % 10 SDS, 10ul Tetraetilmetilendiamid (TEMED)
karigtirildi.

Jeller 15 ml’lik falkonlarda hazirlandi1 ve ilk once alt jel, i¢erisine TEMED
dokiiliir dokiilmez, camlar arasma pipetle aktarildi. Ust yiizeyin diizgiin olmasi igin
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jelin iist kismina %1 SDS eklendi ( SDS, yogunluk farkindan dolayr alt jele
karismamakta). Alt jel polimerize olmadan iist jelin i¢cerisine TEMED eklenmedi. Alt
jel polimerize olduktan hemen sonra, %1 SDS uzaklastirildi ve ist jele TEMED
eklenerek alt jelin iizerine aktarildi kuyucuklari olusturacak olan tarak hava
kabarciklar1 kalmayacak sekilde iist jele yerlestirildi ve polimerize olmas1 beklendi.

3.2.6. Orneklerin jele yiiklenmesi, SDS-PAGE, Transfer islemi

Jeller polimerize olurken, toplam hacmi 60 pl olacak sekilde; 40 pl 6rnek 20
ul 2X SDS yiikleme boyasiyla karistirildi. Kisa bir vorteksin ardindan, 6rnekler
10.000 rpm’de 20 sn santrifiijlendi. 4 dk 95°C’de kaynatip ayni sekilde santrifiij
yaparak Ornekleri yiiklemeye hazir hale getirdik. Ardindan cam setler arasinda
polimerlestiginden emin oldugumuz st jeldeki tarak ¢ikarildi. Cam setler,
elektroforez tankina yerlestirildi ve tank 1X yiiriitme tamponuyla belirtilen
miktarlarda doldurulduktan sonra 6rnekler (60 ul) iist jel tizerindeki kuyucuklara
protein leader (7 pl) basta olacak sekilde yiiklendi. Western tanki giic kaynagina
bagland1 ve 120 V’da proteinler ayn1 hizaya gelip alt jele gecene kadar yiiriitiildii.
Biitiin 6rnekler alt jele gegtiginde 150 V’da arttirild1 ve proteinler jelin sonuna kadar
yiiriitiildii. Orneklerdeki proteinler, elektirik akimi araciligi ile molekiiler agirhig
biiyiik olanlar tstte, kiigiik molekiiler agirlikli olanlar altta kalacak sekilde jelin alt
kismina dogru yiiriimektedir. Ornekler jelin en alt kismia gelince sistemi kapatarak,
yiirlitme islemi tamamladik.

Jeldeki yiiriime tamamlandiktan sonra transfere gecildi. Sistem kapatildiktan
sonra camlar yiiriitme tankindan ¢ikarildi, jelin sogumasi i¢in camlar hafif akan
suyun altina kisa bir siire birakildi.Camlar agilip jeller cikarildi ve transfer
tamponunda kisa bir siire 1slatildi. SDS-PAGE devam ederken, transfer i¢cin uygun
boyutlarda kesilmis PVDF membran, transferde kullanilacak watman kagitlar1 ve
siingerler hazirlandi. Transfer islemi i¢in membran disindaki malzemeler transfer
tamponunda 1slatildi. Membran ise methanolde 1dak islatildi. Ve sirasiyla ; Siyah-
stinger- whatman kagidi (2 kat olabilir) —Jel -Membran-whatman kagidi-siinger-
beyaz olacak sekilde sandivic hazirlandi. Her defasinda cam baget ile roll edilerek
jel ile membran arasindaki hava kabarciklarinin ¢ikmasi saglandi. Aparat transfer
tankina yerlestirildi, sandivicin yiizeyini kapatacak kadar 1x transfer tamponu
eklendi. Tank buz igerisinde gece boyu 40 V’da transfere birakildi. Ertesi sabah
transferi tamamlamak icin sistem kapatildi. Transferden sonra membran 1 dk
methanolde fikse edildi. Ardindan bloklama islemi i¢in memran 1xTBS —tween20 ile
hazirlanan %S5 siit tozu ile 2sa inkubasyona birakildi ( oda kosullarinda shaker
izerinde). Bu esnada yliriitme ve transfer islemini kontrol etmek i¢in, jel commasive

blue ile 15 dk boyandi. Daha sonra destain soliisyonu ile yikanarak protein bantlari
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goriiniir hale getirildi. Orneklerin esit miktarda yiiklendiginden, yiiriitme ve transfer
isleminin dogrulugundan emin olmak i¢in jel {izerindeki bantlar kontrol edildi.

3.2.7. Antikorlarla isaretleme

Bloklama isleminden sonra, primer antikorla isaretleme bdliimiine gegildi.
Primer antikorlarin hazirhigi i¢in 1X TBS-tween20 igerisinde %1 oraninda BSA
¢Ozdiirtildii. Bu soliisyon enjektor yardimu ile filtreden gegirildikten sonra kullanildi.
NK1R ve NK2R (1/1500), pAKT (1/1000) , pERK (1/2000), p-P38 (1/1500) ve
GapDH (1/15.000) primer antikorlar1 optimum olarak belirlenen diliisyonlarda
hazirlandi. Membranlar isaretlenecek olan proteinlerin molekiiler agirligina gore,
membran tizerindeki protein leader belirtegleri baza alinarak kesildi ve antikorlari ile
inkubasyona birakildi. Primer antikorla isaretleme yapmak i¢in optimum inkubasyon
siiresi olarak gece boyu calisildi. Inkiibasyon sonunda membranlar 1x TBS-tween20
ile 3 kez 10’ar dakika yikandi. Yikama sonrasinda sekonder antikorla isaretleme
yapildi. NK1, NK2R, pAKT, pERK ve pP38 i¢in Anti-tavsan IgG sekonder antikor,
GapDH i¢in anti-fare sekonder antikor ile isaretleme yapildi ve 2 saat inkubasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda membranlar son kez TBST ile 10’ar dakika araliklar
ile 3 kez yikandi. Goriintiilemeye hazir hale getirildi.

3.2.8. Stripping Soliisyonu (Strip-Off soliisyonu)

. 20 ml % 10 SDS
. 12.5 ml stacking buffer

. 67,5 ml dH20

Manyetik karigtiricida 55 °C’ ye 1sitildi. Sonra 704 ul B-merkaptoetanol
eklenir. Membran 60 °C’ de 30 dk shakerda strip-off soliisyonu ile muamele edilir.
(B-merkaptoetanol oldugu icin kapakli bir kapta yapilmali). 45 dk PBS-T ile
shakerda yikanir. (B-merkaptoetanol uzaklastirilmali, 10 dk da bir PBS-T vyi
degistirilmeli.) % 5’lik siit tozu ile 1 saat bloklanir. Blotlanmis-isaretlenmis
membrani farkli bir antikorla isaretlemeden once temizlemek i¢in yapilir.

3.2.9. Goriintiileme
Membranlar; chemiluminisans substrat ile 2 dakika inkiibe edildikten sonra

karanlik oda icerisinde filme (#A10241 032 2; Kodak) aktarildi. Filmlerin membran
tizerinde inkubasyon siiresi protein bant goriintiisiindeki yogunluga gore
degismektedir. Bantlar Konica Minolta SRX-101A cihazi kullanilarak fotograflandi.
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3.3.  Elisa Yontemi
Metastaz olusumunda 6nemli roliinlin oldugu bilinen makrofaj inflamatuar

protein-2 (MIP-2) sekresyonu lizerine SP antagonistlerinin etkisini arastirmak i¢in
Elisa yontemi kullanildi.

3.3.1. Orneklerin Hazirlanmasi
4TBM ve 4THM hiicre dizileri % 80 yogunluga ulastiktan sonra steril

kosullarda 1ml tripsin ile pipetaj yapilarak platen tabanindan kaldirildi. 3 ml % 5
FBS iceren besiyeri ortaminda tripsinize edilen hiicreler toplandi. Tripsini
uzaklagtirmak i¢in 3 dak. 700 rpm'de santrifiij yapilarak hiicreler c¢oktiirtildii.
Stipernatant uzaklastirilarak hiicreler 5 ml besiyeri ile diliie edildikten sonra sayim
yapildi. Sayim i¢in hiicre dizileri 10 kat ( 900 ul besiyeri + 100 ul hiicre )
sulandirildi. Pipetaj ile homojenize edildikten sonra 100ul hiicre siispansiyonundan
alinip toma lamu ile lamel arasina yayildi. Mikroskop yardimu ile hiicreler sayildi. 96
kuyulu plakin her kuyusunda 200 pl'de 2500 hiicre olacak sekilde hesaplandi ve
hiicreler ekildi. Etlivde 48 sa inkubasyona birakildi. 48 sa inkubasyonun ardindan ;
tedaviden onceki hiicre sayisini belirlemek i¢in (TO) bir grup hiicre %10 wst kiti ile
3 saat inkiibe edildi. Daha sonra spektrofotometrede absorbans degeri Olciilerek
hiicre sayis1 belirlendi. Tedavi gruplari i¢in hiicre dizileri serumlu ve serumsuz
ortamlarda NK1R ve NK2R antagonisti (10-30 ul ) ile muamele edildi ve
inkubasyona birakildi. 48 saat inkubasyonun ardindan tiim gruplarin besiyerileri
toplandi ve -80°C’de saklandi.

Bunlarin yani sira hiicre sayisi ile MIP-2 sekresyonu arasinda baglanti olup
olmadigini aragtirmak i¢in %10 wst-1 Kkiti ile proliferasyon tayini yapildi.

3.3.2. Elisa Yontemi ile MIP-2 Tayininde Kullanilan Antikorlar ve Soliisyonlar

Capture Ab: Kit icindeki 50ug capture Ab igine 500ul ddH20
eklenir(0,1pg/ml). Alikotlanir, -20 dolapta saklanir. (1ml PBS + 1pl capture Ab)

Tracer Ab: Kit igindeki 25ug tracer Ab igine 500ul ddH20 eklenir,
alikotlanip -20dolapta saklanir. (1pul detection stok+1ml diluent)

Standart: Kit icindeki standart igine 50ul ddH2O eklenir(ana stok,

20000ng/ml). 100 kez sulandirilip ara stok (200 ng/ml) yapilir(Sul ana stok+500ul
ddH20) 1. standart : 2000 pg/ml ile basliyor.
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3ul | 150ul | 150ul | 150pl | | 150pl | | 150ul | | 150ul | | 150

B VSN /A /A I/ /4

297 ul. 150ul. 150 150 150 150 150 150
diluent. | diluent ul. ul. ul. ul. ul. ul.
dilue dilue dilue dilue dilue dilue

Diluent: %0,2 Tween20 + %5 FBS in PBS
Blocking buffer: %5 FBS in PBS

Wash Buffer: %0,05 Tween20 in PBS

HRP: 1:1000 oraninda hazirlanir. 4ml diluent + 4ul HRP
Substrat: TMB A ve B 1:1 oraninda karistirilir. Isiktan korunur.
Stabilizer (5X): 4 ml ddH20 + 1 ml stabilizer
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BULGULAR

4.1.  Norokinin 1 ve Norokinin 2 Reseptor Ekspresyonu

4.1.1. Hiicre Dizilerinde Norokinin-1 Reseptor Ekspresyonu

Norokinin 1 (NK1R) ekspresyonu, metastatik (4T1, 4TBM, 4TLM, 4THM)
ve metastatik olmayan (67NR) hiicre dizilerinden elde edilen lizatlarda gosterilmistir.
Bunlara pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere disi balb-c farenin beyin
dokusundan elde edilen lizatlar kullanilmistir. NK1R'iin tiim hiicre hatlarinda 35
kDa ve 45 kDa'da eksprese edildigi gozlendi. Ancak 67NR (metastatik olmayan)
hiicre dizisinde NK1R'lin 45 kDa'daki ekspresyonu diger hiicre dizileri ve beyin
doku lizatina goére daha diisiik oldugu goriildii. Orneklerin esit miktarda protein
icerdigi gosterilmek tizere GapDH (glikoz 6 fosfat dehidogenaz) ekspresyon
diizeyleri kontrol olarak kullanildi (Sekil12 ).

45kda
NK1R

35kda

37kda . D S G:oDH

Beyin 4TBM 4TLM 4THM 4T1 67NR

Sekil 12. Metastatik (4T1, 4TBM, 4TLM, 4THM) ve metastatik olmayan (67NR) hiicre
dizilerinde Norokinin 1 reseptor (NKIR) ekspresyonu. Hiicre lizatlarinda NKIR
ekspresyonu. Pozitif kontrol olarak beyin doku lizati kullanilmistir NK 1R ne
spesifik tavsan fare NK1R antikoru (Thermo-scientific kat.no. : PA1-32229 diliisyon:
1/1500) kullanilarak belirlenmistir. Esit diizeyde protein yiiklenip yiiklenmedigi GAPDH
diizeyi gosterilerek belirlenmistir (Meridian life science kat no: H86504M diliisyon:
1/100.000)
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4.1.2. Hiicre Dizilerinde Neurokinin-2 Reseptor Ekspresyonu
Norokinin 2 (NK2R) ekspresyonu, metastatik (4T1, 4TBM, 4TLM, 4THM)

ve metastatik olmayan (67NR) hiicre dizilerinden elde edilen lizatlarda gosterilmistir.
NK2R'lin tiim hiicre hatlarinda 47 kDa'da ayn1 diizeyde eksprese edildigi gozlendi.
Ancak 67NR (metastatik olmayan) hiicre dizisinde NK2R'lin diger hiicre dizilerine
gore daha diisiik miktarda eksprese edildigi goriildii. Orneklerin esit miktarda protein
igerdigi gosterilmek tiizere GapDH (glikoz 6 fosfat dehidogenaz) ekspresyon
diizeyleri kontrol olarak kullanildi (Sekil13 ).

4TBM  4TLM 4THM 471 67NR

Sekil 13. Metastatik (4T1, 4TBM, 4TLM, 4THM) ve metastatik olmayan (67NR) hiicre dizilerinde
Norokinin 2 reseptor (NK2R) ekspresyonu. NK2R’ne spesifik tavsan fare NK2R antikoru
(Abcam Kkat. no : ab124998 diliisyon: ~ 1/2000) kullanilarak belirlenmistir. Esit diizeyde
protein yiiklenip yiiklenmedigi GAPDH diizeyi gosterilerek belirlenmistir. (Meridian life
science kat no: H86504M diliisyon: 1/100.000)

4.2. Hiicre Kiiltiirii Sonuclari

4.2.1. Subtans P'nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi
Substans P'nin 10uM, 1 uM, 0,1uM, 0,01 uM, dozlari ile metastatik (4TBM,

4TLM, 4THM, 4T1) ve metastatik olmayan (67NR) hiicre dizileri mumale edildi,
hiicre proliferasyonlar1 iizerine etkisi aragtirildi. Sonu¢ olarak SP uygulamasinin
hiicre proliferasyonu iizerine anlamli bir etkisinin olmadig goriildii (Sekil 14).
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Sekil 14. 4TBM, 4TLM, 4THM, 4T1 ve 67NR hiicre hattinda Substance P'nin hiicre
proliferasyonu iizerine etkisi.

4.2.2. Substans P -Metilesterin Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki Etkisi
Substans P- Metil esterin ( segici NK1R agonisti) 10uM, 1 uM, 0,1uM, 0,01

ve 0,001 puM, dozlan ile metastatik (4TBM, 4TLM, 4THM, 4T1) ve metastatik
olmayan (67NR) hiicre dizileri mumale edildi, hiicre proliferasyonlar1 {izerine etkisi
aragtirildi. Sonug¢ olarak SP-metilesterin hiicre proliferasyonu {izerine anlamli bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Sekil 15).

Substans P-metilester

e 4 TB M
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—AT1

e 6 7N R
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Sekil 15. 4TBM, 4TLM, 4THM, 4T1 ve 67NR hiicre hattinda Substans P metil esterin hiicre
proliferasyonu iizerine etkisi.
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4.2.3. NKIR Antagonisti (RP67580) ve SP Ile Kombine Uygulamasinin Hiicre
Proliferasyonu Uzerine Etkisi

4.2.3.1. 4TBM Hiicre Hatt1

Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini arastirmak i¢in NK1R antagonistinin
10 uM ve 30 uM konsantrasyonlart 4TBM hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu {izerine tek basina anlamli bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 pM dozu ile NKI1R antagonistinin kombine uygulamasinin etkileri
arastirildi.  Metotta anlatildigi gibi 4TBM hiicre dizisinin proliferasyonu iizerine
etkisi NK1R antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi.
Sekil 17' de goriildiigii gibi NK1R antagonisti 30 uM dozda hiicrelerin 6lmesine
neden oldu ve bu etkinin SP 10 uM kombine uygulamasi ile geriye donmedigi
goriildii ( hiicre sayisi, baslangic sayisindan diisiiktiir). 10 puM dozda NKIR
antagonisti uygulandiginda ise proliferasyon iizerinde anlamli bir etki goriilmemistir
(Sekil 17).

Sekil 16. Farkli dozlarda NKI1R antagonisti ile mumele edilen 4TBM hiicre dizisinin
fotografik goriintiileri.
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Sekil 17. 4TBM hiicrelerinde farkli dozlarda NKI1R antagonistinin (RP6780: RP-) ve Substans P
(SP) kombine uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisini gdsteren grafikler; RP 10
uM ve 30 uM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilastirilmasi. Bu degerler tizerinden
proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan ortalamayi
yansitan deneyin sonucu goriilmektedir. 30uM RP- ve 30 uM RP ile 10 uM SP uygulanan
hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik
oldugu saptandi. (*p<0.05). TO:nbaslangi¢ hiicre sayisi.

4.2.3.2.4TLM Hiicre Hatti
Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini aragtirmak i¢in NK1R antagonistinin

10 uM ve 30 uM konsantrasyonlari 4TLM hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu iizerine tek bagina anlamli bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 pM dozu ile NKIR antagonistinin kombine uygulamasinin etkileri
arastirildi.  Metotta anlatildigi gibi 4TLM hiicre dizisinin proliferasyonu iizerine
etkisi NK1R antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi.
Sekil 19 da goriildiigii gibi NK1R antagonisti 30 pM dozda hiicrelerin 6lmesine
neden oldu ve bu etkinin SP 10 uM kombine uygulamasi ile geriye donmedigi
goriildii (hiicre sayisi, baslangic sayisindan disiiktiir). 10 uM dozda NKIR
antagonisti uygulandiginda ise proliferasyon iizerinde anlamli bir etki goriilmemistir.

Sekil 18. Farkli dozlarda NK1R antagonisti ile mumele edilen 4TLM hiicre dizisinin
fotografik goriintiileri.
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Sekil 19. 4TLM hiicrelerinde farkli dozlarda NK1R antagonistinin (RP6780: RP-) ve Substans P
(SP) kombine uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisini gosteren grafikler; RP- 10
uM ve 30 uM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilagtirilmasi. Bu degerler
tizerinden proliferasyondaki inhibisyon yilizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan
ortalamay1 yansitan deneyin sonucu goriilmektedir. 30 uM RP- ve 30 uM RP ile 10 uM
SP uygulanan hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel
olarak diisiik oldugu saptandi. (*p<0,05).

4.2.3.3. 4THM Hiicre Hatti

Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini arastirmak i¢in NK1R antagonistinin
10 uM ve 30 uM konsantrasyonlar1 4THM hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu {izerine tek basina anlamli bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 pM dozu ile NKIR antagonistinin kombine uygulamasinin etkileri
arastirildi.  Metotta anlatildigr gibi 4THM hiicre dizisinin proliferasyonu iizerine
etkisi NK1R antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi.

Sekil 21' de goriildigii gibi NK1R antagonisti 30 uM dozda hiicrelerin
Olmesine neden oldu ve bu etkinin SP 10 uM kombine uygulamas: ile geriye
donmedigi goriildii (hiicre sayisi, baslangi¢ sayisindan diistiktiir). 10 uM dozda
NKI1R antagonisti uygulandiginda ise proliferasyon {iizerinde anlamli bir etki

goriilmemistir (Sekil 21).
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Sekil 20. Farkli dozlarda NKI1R antagonisti ile mumele edilen 4THM hiicre dizisinin
fotografik goriintiileri.
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Sekil 21. 4THM hiicrelerinde farkli dozlarda NKIR antagonistinin (RP6780: RP-) ve Substans P
(SP) kombine uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisini gosteren grafikler; RP- 10
uM ve 30 uM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilastiriimasi. Bu degerler tizerinden
proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan ortalamay:
yansitan deneyin sonucu goriilmektedir. 30 yM RP- ve 30 yM RP ile 10 uM SP
uygulanan hiicre gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel
olarak diisiik oldugu saptandi. (¥*p<0,05).

4.2.3.4. 4T1 Hiicre Hatt1

Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini arastirmak i¢in NK1R antagonistinin
10 uM ve 30 uM konsantrasyonlar1 4T1 hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu iizerine tek basina anlamli bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 pM dozu ile NKIR antagonistinin kombine uygulamasmin etkileri
arastirildi. Metotta anlatildig1 gibi 4T1 hiicre dizisinin proliferasyonu iizerine etkisi
NKIR antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi. Sekil -
-de goriildiigii gibi NK1R antagonisti 30 uM dozda hiicrelerin 6lmesine neden oldu
ve bu etkinin SP 10 uM kombine uygulamasi ile kismen geriye dondiigii yine de
proliferasyonu anlamli olarak baskiladigi saptandi. (*p<0,05 oldugu ic¢in anlaml
kabul edilmekte.) 10 uM dozda da NKIR antagonisti proliferasyonu anlamli olarak
baskilamigtir (Sekil 23).
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Sekil 22 : Farkli dozlarda NKIR antagonisti ile mumele edilen 4T1 hiicre dizisinin fotografik

goriintiileri.
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Sekil 23. 4T1 hiicrelerinde farkli dozlarda NK1R antagonistinin (RP6780: RP-) ve Substans P (SP)
kombine uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisini gosteren grafikler; RP- 10 uM ve
30 uM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilagtirilmasi. Bu degerler {izerinden
proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan ortalamayi
yansitan deneyin sonucu goriilmektedir. 30 uM RP- uygulanan hiicre gruplarindaki canli
hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik oldugu saptand1 (*p<0,05) .

4.2.3.5. 67NR Hiicre Hatt1

Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini aragtirmak i¢in NK1R antagonistinin
10 uM ve 30 uM konsantrasyonlar1 67NR hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu iizerine tek basina anlamli bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 uM dozu ile NKIR antagonistinin kombine uygulamasinin etkileri
arastirildi.  Metotta anlatildigi gibi 67NR hiicre dizisinin proliferasyonu iizerine
etkisi NK1R antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi.
Sekil --de goriildiigii gibi NK1R antagonisti 30 pM dozda hiicre proliferasyonunu
baskiladi ve bu etkinin SP 10 uM kombine uygulamasi ile kismen geriye dondiigii
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yine de bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi, proliferasyonu anlamli olarak
baskiladig1 saptandi. (*p<0,05 oldugu i¢in anlamli kabul edilmekte.) 10 uM dozda da
NKIR antagonisti proliferasyonu kismen baskilamigtir (Sekil 24).

Sekil 24. Farkli dozlarda NK1R antagonisti ile mumele edilen 67NR hiicre dizisinin
fotografik goriintiileri.
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Sekil 25.  67NR hiicrelerinde farkli dozlarda NK1R antagonistinin (RP6780: RP-) ve Substans P
(SP) kombine uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisini gosteren grafikler; RP-
10 uM ve 30 uM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilasgtirilmasi. Bu degerler
tizerinden proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan
ortalamay1 yansitan deneyin sonucu goriilmektedir. 30 uM RP- uygulanan hiicre
gruplarindaki canli hiicrelerin ylizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik
oldugu saptand1 (*p<0,05).

4.2.4. NK2R Antagonisti (GR159897) ve SP ile Kombine Uygulamasinin
Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi
4.2.4.1. 4TBM Hiicre Hatti
Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini aragtirmak i¢cin NK2R antagonistinin
10 uM ve 30 uM konsantrasyonlart 4TBM hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu lizerine tek bagina anlamli bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 pM dozu ile NK2R antagonistinin kombine uygulamasmin etkileri
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arastirlldi.  Metotta anlatildigr gibi 4TBM hiicre dizisinin proliferasyonu iizerine
etkisi NK2R antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi.

Sekil 27" de gorildigi gibi NK2R antagonisti 30 uM dozda hiicre
proliferasyonunu baskilamistir ve bu etkinin SP 10 uM kombine uygulamasi ile
anlamli olarak geriye donmedigi goriildi. 10 pM dozda NK2R antagonisti
uygulandiginda ise proliferasyon lizerinde anlamli bir etki goriilmemistir.

Sekil 26. Farkli dozlarda NK2R antagonisti ile mumele edilen 4TBM hiicre dizisinin
fotografik goriintiileri.

B) 4TBM

50000 -

A) 4TBM

35 4 % 45000 -

40000

- 30 * 3 35000 |
g 25 4 §3oooo E
220 - o 25000 -
E 15 4 g 20000 -
£ Z 15000 -
52 10 10000 -
54 5000

EEm 0 =

NK2-10pM - NK2-30pM + NK2-30pM
SP-10pM

Kantrol NK2-10pM  NK2-30uM +SP-  NK2-30pM Kontrol
10uM

Konsantrasyon Konsantrasyon

Sekil 27.  4TBM hiicrelerinde farkli dozlarda NK2R antagonistinin (GR159897: GR) ve Substans P
(SP) kombine uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisini gosteren grafikler; GR- 10
uM ve 30 uM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilagtirllmasi. Bu degerler
tizerinden proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan
ortalamay1 yansitan deneyin sonucu goriilmektedir. 30 uM  GR- uygulanan hiicre
gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik oldugu
saptand1. (*p<0,05).
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4.2.4.2. 4TLM Hiicre Hatt1
Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini arastirmak i¢in NK2R antagonistinin

10 uM ve 30 uM konsantrasyonlar1 4TLM hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu iizerine tek basina anlamli bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 pM dozu ile NK2R antagonistinin kombine uygulamasinin etkileri
arastirildi.  Metotta anlatildigr gibi 4TLM hiicre dizisinin proliferasyonu {iizerine
etkisi NK2R antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi.
Sekil 29'da goriildiigli gibi NK2R antagonisti 30 uM dozda hiicre proliferasyonunu
baskilamistir ve bu etkinin SP 10 pM kombine uygulamasi ile kismen geriye
dondiigii yine de kontrol grubuna gore anlamli olarak proliferasyonun baskilandig
goriildii. NK2R antagonistinin diisiik dozu da (10 pM) 4TLM hiicre proliferasyonunu
baskilamistir. Istatistiksel olarak anlamlidir. (*p<0,05).

Sekil 28. Farkli dozlarda NK2R antagonisti ile mumele edilen 4TLM hiicre dizisinin
fotografik goriintiileri
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Sekil 29. 4TLM hiicrelerinde farkli dozlarda NK2R antagonistinin (GR159897: GR) ve Substans P
(SP) kombine uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisini gosteren grafikler; GR- 10
uM ve 30 pM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilagtirilmasi. Bu degerler
izerinden proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan
ortalamay1 yansitan deneyin sonucu gorilmektedir30 pM v 10 pM uygulanan hiicre
gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisikk oldugu
saptand1. (¥*p<0,05).

4.2.4.3. 4ATHM Hiicre Hatt1

Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini arastirmak i¢cin NK2R antagonistinin
10 uM ve 30 uM konsantrasyonlar1 4THM hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu iizerine tek bagina anlamli bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 pM dozu ile NK2R antagonistinin kombine uygulamasimin etkileri
arastirildi. Metotta anlatildigi gibi 4THM hiicre dizisinin proliferasyonu tizerine
etkisi NK2R antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi.
Sekil 31' de gortildiigli gibi NK2R antagonisti 30 uM dozda hiicre proliferasyonunu
baskilamistir ve bu etkinin SP 10 uM kombine uygulamasi ile kismen geriye
dondigii yine de kontrol grubuna gore anlamli olarak proliferasyonun baskilandig:
goriildi. Disiik dozda da NK2R antagonisti 4THM hiicre dizisinin proliferasyonunu

baskilamistir.
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Sekil 30. Farkli dozlarda NK2R antagonisti ile mumele edilen 4THM hiicre dizisinin fotografik

goriintiileri.
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Sekil 31. 4THM hiicrelerinde farkli dozlarda NK2R antagonistinin (GR159897: GR) ve Substans P
(SP) kombine uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisini gosteren grafikler; GR- 10
uM ve 30 uM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilagtirilmasi. Bu degerler tizerinden
proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan ortalamayi
yansitan deneyin sonucu gorilmektedir. 30 uM v 10 uM GR- uygulanan hiicre
gruplarindaki canli hiicrelerin yiizdesi kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik oldugu
saptandi. (*p<0,05)

4.2.4.4. 4T1 Hiicre Hatt1

Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini arastirmak i¢in NK2R antagonistinin
10 uM ve 30 uM konsantrasyonlar1 4T1 hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu iizerine tek basina anlaml bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 uM dozu ile NK2R antagonistinin kombine uygulamasinin etkileri
arastirildi. Metotta anlatildigr gibi 4T1 hiicre dizisinin proliferasyonu iizerine etkisi
NK2R antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi. Sekil
33" de goriildiigii gibi NK2R antagonisti 30 uM dozda hiicre proliferasyonunu
baskilamistir ve bu etkinin SP 10 pM kombine uygulamasi ile kismen geriye
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dondiigii yine de kontrol grubuna gore anlamli olarak proliferasyonun baskilandig
goriildii. Diisiik dozda da NK2R antagonisti 4T1 hiicre dizisinin proliferasyonunu
baskilamistir.

Sekil 32. Farkli dozlarda NK2R antagonisti ile mumele edilen 4T1 hiicre dizisinin fotografik

gorintiileri.
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Sekil 33. 4T1 hiicrelerinde farkli dozlarda NK2R antagonistinin (GR159897: GR) ve Substans P
(SP) kombine uygulamasinin hiicre proliferasyonuna etkisini gosteren grafikler; GR- 10
uM ve 30 uM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilagtirilmasi. Bu degerler tizerinden
proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan ortalamayi
yansitan deneyin sonucu goriilmektedir. 30 uM v 10 uM GR- uygulanan hiicre
gruplarindaki canli hiicrelerin yilizdesinin kontrol grubundan istatistiksel olarak diigiik
oldugu saptandi. (*p<0,05).

4.2.4.5. 67NR Hiicre Hatti

Hiicre proliferasyonu iizerine etkisini arastirmak i¢in NK2R antagonistinin
10 uM ve 30 uM konsantrasyonlar1 67NR hiicre dizisine uygulandi. Bunun yaninda
hiicre proliferasyonu {izerine tek basina anlamli bir etkisini gérmedigimiz substans p
(SP)nin 10 pM dozu ile NK2R antagonistinin kombine uygulamasmin etkileri

52



arastirlldi.  Metotta anlatildigr gibi 67NR hiicre dizisinin proliferasyonu {iizerine
etkisi NK2R antagonisti ve SP ile birlikte tedavi edildikten 72 saat sonra belirlendi.

Sekil 35' te goriildiigii gibi NK2R antagonisti 30 pM dozda hiicre
proliferasyonunu baskilamistir ve bu etkinin SP 10 uM kombine uygulamasi ile
kismen geriye dondiigii yine de kontrol grubuna goére anlamli olarak proliferasyonun
baskilandig1 goriildii. Diisiikk dozda (10 uM) NK2R antagonisti ise 67NR hiicre
dizisinin proliferasyonunu etkilememistir.

Sekil 34. Farkli dozlarda NK2R antagonisti ile mumele edilen 67NR hiicre dizisinin
fotografik goriintiileri.
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Sekil 35. 67NR hiicrelerinde farkli dozlarda NK2R antagonistinin (GR159897: GR) ve Substans P
(SP) kombine uygulamasimin hiicre proliferasyonuna etkisini gosteren grafikler; GR- 10
uM ve 30 uM A) Kontrole gore istatistiksel olarak karsilagtirilmasi. Bu degerler tizerinden
proliferasyondaki inhibisyon yiizde olarak hesaplandi. B) Dort tekrardan ortalamayi
yansitan deneyin sonucu goriilmektedir. 30 uM GR- uygulanan hiicre gruplarindaki canli
hiicrelerin yiizdesinin kontrol grubundan istatistiksel olarak diisiik oldugu saptandi.
(*p<0,05). Ancak bu inhibisyon diger hiicre dizilerine gére 67NR'de oldukca diistiktiir.
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4.3. Elisa Sonuglari

4.3.1. 4TBM ve 4THM hiicre dizilerinde NK1R ve NK2R Antagonistlerinin
MIP-2 Sekresyonu Uzerine Etkisi

4.3.1.2. NK1R Antagonistinin MIP-2 Sekresyonu Uzerine Etkisi

4TBM Hiicre Hatti

4TBM hiicre dizisinde NKIR antagonistinin ( 10 ve 30 upuM
konsantrasyonda) MIP-2 sekresyonu iizerine etkisi arastirilmistir. Uygulanan
tedaviler hiicre proliferasyonunu da etkiledigi icin MIP-2 sekresyonu iizerine olasi
etki 5% FBS igeren ve diisik serumlu (%0,2 FBS) ortamda hiicre
proliferasyonundaki degisiklikler ile birlikte degerlendirilmistir. Serumlu ortamda
tedavi gruplar arasindaki proliferasyon farki ortadan kalkmaktadir. Sonuglara gore
MIP-2 sekresyonu hiicre proliferasyonundan bagimsiz olarak NK1R antagonistinden
etkilenmektedir. 10uM  NKIR antagonisti 4TBM hiire dizisinde MIP-2'nin
sekresyonunu etkilemezken; 30uM NKIR antagonisti MIP-2 sekresyonunu inhibe
etmistir. Bu fark serumsuz ortamda istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 36)
(*p<0,05).
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Sekil 36. 4TBM hiicre dizisinde NK1R antagonistinin ( 10 ve 30 puM konsantrasyonda) MIP-2
sekresyonu iizerine etkisi. Olas1 etki 5% FBS varliginda ( Panel C ve D) ve %0,2 FBS
(Panel A ve B ) de verilmistir. Proliferasyon sonuglari Panel A ve C , MIP-2 sekresyonu
Panel B ve D'de gosterilmektedir. (*p<0,05).
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4THM Hiicre Hatti

4THM hiicre dizisinde NKIR antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) MIP-2 sekresyonu {izerine etkisi arastirilmistir. Uygulanan
tedaviler hiicre proliferasyonunu da etkiledigi icin MIP-2 sekresyonu iizerine olasi
etki 5% FBS igeren ve diisik serumlu  (%0,2 FBS) ortamda hiicre
proliferasyonundaki degisiklikler ile birlikte degerlendirilmistir. Serumlu ortamda
tedavi gruplar arasindaki proliferasyon farki ortadan kalkmaktadir. Sonuglara gore
MIP-2 sekresyonu hiicre proliferasyonundan bagimsiz olarak NK1R antagonistinden
etkilenmektedir. 10 uM  NKIR antagonisti 4THM hiire dizisinde MIP-2'nin
sekresyonunu etkilemezken; 30 uM NKI1R antagonisti MIP-2 sekresyonunu inhibe
etmistir. Bu fark serumlu ve serumsuz ortamda istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil
37) (*p<0,05).
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Sekil 37. 4THM hiicre dizisinde NK1R antagonistinin ( 10 ve 30 pM konsantrasyonda) MIP-2
sekresyonu iizerine etkisi. Olas1 etki 5% FBS varliginda ( Panel C ve D) ve %0,2 FBS
(Panel A ve B ) de verilmistir. Proliferasyon sonuglar1 Panel A ve C , MIP-2 sekresyonu
Panel B ve D'de gosterilmektedir. 30 uM NKIR antagonisti her iki ortamda da hiicre
proliferasyonundan bagimsiz olarak MIP-2'nin sekresyonunu inhibe etmistir (*p<0,05). 10
uM NK1R antagonisti 4THM hiicre dizisinde MIP-2 sekresyonunu etkilememistir.
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4.3.1.3. NK2R Antagonistinin MIP-2 Sekresyonu Uzerine Etkisi

4TBM Hiicre Hatti

4TBM hiicre dizisinde NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) MIP-2 sekresyonu {izerine etkisi arastirilmistir. Uygulanan
tedaviler hiicre proliferasyonunu da etkiledigi icin MIP-2 sekresyonu iizerine olasi
etki 5% FBS iceren ve diisik serumlu (%0,2 FBS) ortamda hiicre
proliferasyonundaki degisiklikler ile birlikte degerlendirilmistir. Serumlu ortamda
tedavi gruplari arasindaki proliferasyon farki ortadan kalkmaktadir. Sonuglara goére
MIP-2 sekresyonu hiicre proliferasyonundan bagimsiz olarak NK2R antagonistinden
etkilenmektedir. Her iki ortamda 30 uM NK2R antagonisti 4TBM hiicre dizisinde
MIP-2'nin sekresyonunu arttirmaktadir. Diisiik doz (10 uM) NK2R antagonisti ise
MIP-2 sekresyonunu serumlu ortamda arttirmaktadir (*p<0,05). Serumsuz ortamda
diisitk doz NK2R antagonisti MIP-2 sekresyonunu etkilememektedir ( Sekil 38).
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Sekil 38. 4TBM hiicre dizisinde NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 pM konsantrasyonda) MIP-2
sekresyonu iizerine etkisi. Olas1 etki 5% FBS varliginda ( Panel C ve D) ve %0,2
FBS (Panel A ve B ) de verilmistir. Proliferasyon sonuglart Panel A ve C , MIP-2
sekresyonu Panel B ve D'de gosterilmektedir. 30 pM NK2R antagonisti her iki ortamda
da hiicre proliferasyonundan bagimsiz olarak MIP-2'nin sekresyonunu arttirmistir. 10
uM NK2R antagonisti 4TBM hiicre dizisinde MIP-2 sekresyonunu yalnizca serumlu
ortamda arttirmaktadir(*p<0,05) , serumsuz ortamda ise etkilememektedir.
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4THM Hiicre Hatti

ATHM hiicre dizisinde NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 puM
konsantrasyonda) MIP-2 sekresyonu {izerine etkisi arastirilmistir. Uygulanan
tedaviler hiicre proliferasyonunu da etkiledigi icin MIP-2 sekresyonu {izerine olasi
etki 5% FBS igeren ve disiik serumlu  (%0,2 FBS) ortamda hiicre
proliferasyonundaki degisiklikler ile birlikte degerlendirilmistir. Serumlu ortamda
tedavi gruplar arasindaki proliferasyon farki ortadan kalkmaktadir. Sonuglara gore
MIP-2 sekresyonu hiicre proliferasyonundan bagimsiz olarak NK2R antagonistinden
etkilenmektedir. Her iki ortamda da NK2R antagonisti (10 ve 30 uM) 4THM hiicre
dizisinde MIP-2'nin sekresyonunu arttirmaktadir (Sekil 39) (*p<0,05).
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Sekil 39. 4THM hiicre dizisinde NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) MIP-2
sekresyonu iizerine etkisi. Olas1 etki 5% FBS varliginda ( Panel C ve D) ve %0,2 FBS
(Panel A ve B) de verilmistir. Proliferasyon sonuglar1 Panel A ve C, MIP-2 sekresyonu
Panel B ve D'de gosterilmektedir. 30 ve 10 uM NK2R antagonisti her iki ortamda da
hiicre proliferasyonundan bagimsiz olarak MIP-2'nin sekresyonunu arttirmistir (*p<0,05).
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4.4. Western Blot Sonuclar:

4.4.1. Hiicre ici sinyal yolaklarinda rol alan Akt, Erk ve p38 proteinlerinin
fosforilasyonlar iizerine NK1R, NK2R antagonistlerinin ve SP'nin etkisi
4TBM, 4TLM, 4THM, 4T1 ve 67NR hiicre dizilerinde kullanilan ajanlarin

hiicre proliferasyonlar1 tizerindeki etkileri goriildiikten sonra hangi yolaklar
tizerinden bu etkilerin ortaya c¢iktigi arastirildi. Bunun ig¢in hiicre dizileri NKIR,
NK2R antagonistleri ve SP ile muamele edildikten sonra hiicre lizatlar1 toplandi.
Daha sonra hiicre lizatlarindan western blot yontemi ile hiicre i¢i sinyal yolaklarinda
rol alan proteinlerin (AKT, ERK ve P38) ekspresyonlarindaki degisiklikler
belirlendi.

4.4.1.1. 4TBM Hiicre Hattinda AKT Fosforilasyonu
4TBM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 uM) nin, NKIR antagonistinin ve

NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) AKT fosforilasyonu iizerine
etkisi tayin edildi. Buna gére NKI1R antagonisti 30 uM konsantrasyonda AKT
fosforilasyonunu arttirmaktadir (Sekil 40).

SP- SP-  NK1- NK1- NK2- NK2-
10uM 0,4uM 30uM 10uM 30uM 10uM

pAKT

7

Sekil 40. 4TBM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 uM) nin, NKIR antagonistinin ve NK2R

antagonistinin ( 10 ve 30 pM konsantrasyonda) AKT fosforilasyonu iizerine etkisi. Olasi

67 kda

etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre lizatlarinda

western blot tayini ile gosterilmistir.
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4.4.1.2. 4TBM Hiicre Hattinda ERK Fosforilasyonu

4TBM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 pM) nin, NKIR antagonistinin ve
NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) ERK fosforilasyonu iizerine
etkisi tayin edildi. Buna gore NK2R antagonisti 30 pM konsantrasyonda ERK
fosforilasyonunu inhibe etmektedir (Sekil 41).

Kk SP- SP-  NK1- NK1- NK2- NK2-
10uM 0,7uM 30uM 10uM 30uM 10uM

18

-

Sekil 41. 4TBM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 pM) nin, NKIR antagonistinin ve NK2R
antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) ERK fosforilasyonu {iizerine etkisi. Olast
etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre lizatlarinda

western blot tayini ile gosterilmistir.

4.4.1.3. 4TBM Hiicre Hattinda P38 Fosforilasyonu

4TBM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 uM) nin, NKIR antagonistinin ve
NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) P38 fosforilasyonu {izerine
etkisi tayin edildi. Buna goére NKIR antagonisti 30 uM konsantrasyonda P38
fosforilasyonunu inhibe ederken 30 uM NK2R antagonisti arttirmaktadir (Sekil 42).

SP- SP- NK1- NK1- NK2- NK2-
K 10uM  0,4uM 30uM 10uM 30uM 10uM

Sekil 42. 4TBM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 uM) nin, NKIR antagonistinin ve NK2R
antagonistinin ( 10 ve 30 pM konsantrasyonda) P38 fosforilasyonu {izerine etkisi. Olasi etki
%0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre lizatlarinda western
blot tayini ile gosterilmistir.
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4.4.1.4. 4TLM Hiicre Hattinda AKT Fosforilasyonu
4TLM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 pM) nin, NK1R antagonistinin ve

NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) AKT fosforilasyonu {izerine
etkisi tayin edildi. Buna gére NKI1R antagonisti 30 uM konsantrasyonda AKT
fosforilasyonunu arttirmaktadir (Sekil 43).

Kk SP- SP-  NK1- NK1- NK2- NK2-
10uM 0,17uM 30uM 10uM 30uM 10uM

DAKT " N 67 kda

GapDH 37 kda

Sekil 43. 4TLM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 puM) nin, NKIR antagonistinin ve NK2R
antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) AKT fosforilasyonu {izerine etkisi. Olast
etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre lizatlarinda
western blot tayini ile gosterilmistir.

4.4.1.5. 4TLM Hiicre Hattinda ERK Fosforilasyonu

4TLM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 uM) nin, NKI1R antagonistinin ve
NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 pM konsantrasyonda) ERK fosforilasyonu {izerine
etkisi tayin edildi. Buna gore NK2R antagonisti 30 uM konsantrasyonda ERK
fosforilasyonunu azaltmaktadir (Sekil 44).

SP-  SP- NK1- NK1- NK2- NK2-
10uM  0,1uM 30uM 10uM 30uM 10uM

K

PERK 4244 kda

37 kda
GapDH

Sekil 44. 4TLM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 pM) nin, NKIR antagonistinin ve NK2R
antagonistinin ( 10 ve 30 pM konsantrasyonda) ERK fosforilasyonu iizerine etkisi. Olas1
etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre lizatlarinda
western blot tayini ile gosterilmistir.
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4.4.1.6. 4TLM Hiicre Hattinda P38 Fosforilasyonu

4TLM hiicre dizisinde, NK1R ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) tek basina ve 10 uM SP ile birlikte uygulamasimin P38
fosforilasyonu tizerine etkisi tayin edildi.
Buna gore ; P38 fosforilasyonunu 30 uM NKI1R antagonisti ve 10 uM SP kombine
uygulamasi azaltirken ; 30 uM NK2R antagonisti tek bagina ve 10 uM SP ile birlikte
arttirmaktadir (Sekil 45).

NK1-
K NK1-  NK1- NK2-  NK2-  NK2-30uM
30uM+SP-
30uM  10uM 10uM 30uM 10uM  4SP-10uM

P-p38 D e W “ 38 kda
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Sekil 45. 4TLM hiicre dizisinde NKIR antagonistinin ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) ve SP(10 pM) ile kombine tedavilerinin P38 fosforilasyonu iizerine
etkisi. Olasi etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre
lizatlarinda western blot tayini ile gosterilmistir.

4.4.1.7. 4THM Hiicre Hattinda AKT Fosforilasyonu

4THM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 uM) nin, NK1R antagonistinin ve
NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) AKT fosforilasyonu {izerine
etkisi tayin edildi. Buna gore NKIR antagonisti 30 uM konsantrasyonda AKT
fosforilasyonunu arttirmaktadir (Sekil 46).

SP- SP-  NK1- NK1- NK2- NK2-
K' 10uM 0uM 30uM 10uM 30uM 10uM

Sekil 46. 4THM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 pM) nin, NKIR antagonistinin ve NK2R
antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) AKT fosforilasyonu iizerine etkisi. Olas1

pAKT

etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre lizatlarinda

western blot tayini ile gosterilmistir.
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4.4.1.8. 4THM Hiicre Hattinda ERK Fosforilasyonu

4THM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 uM)' nin, NKIR antagonistinin ve
NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) ERK fosforilasyonu iizerine
etkisi tayin edildi. Buna gore , ERK fosforilasyonunu 30 uM NKIR antagonisti
arttirken; NK2R antagonisti 30 uM konsantrasyonda azaltmaktadir (Sekil 47).

SP-  SP- NK1- NK1- NK2- NK2-
10uM 0,7uM 30uM 10uM 30uM 10uM

K

PERK 42 44 kda

Sekil 47. 4THM hiicre dizisinde SP (10 ve 0,1 pM) nin, NKIR antagonistinin ve NK2R
antagonistinin ( 10 ve 30 uM konsantrasyonda) ERK fosforilasyonu {izerine etkisi. Olast
etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre lizatlarinda
western blot tayini ile gosterilmistir.

4.4.1.9. 4THM Hiicre Hattinda P38 Fosforilasyonu

4THM hiicre dizisinde, NK1R ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) tek basmma ve 10 uM SP ile birlikte uygulamasinin P38
fosforilasyonu iizerine etkisi tayin edildi. Buna gore ; P38 fosforilasyonunu 30 puM
NKIR antagonisti ve 10 pM SP kombine uygulamas: azaltirken ; 30 uM NK2R
antagonisti tek basina ve 10 uM SP ile birlikte arttirmaktadir (Sekil 48).
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Sekil 48. 4THM hiicre dizisinde NKIR antagonistinin ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) ve SP(10 pM) ile kombine tedavilerinin P38 fosforilasyonu iizerine
etkisi. Olas1 etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre
lizatlarinda western blot tayini ile gosterilmistir.

4.4.1.10. 4T1 Hiicre Hattinda AKT Fosforilasyonu

4T1 hiicre dizisinde NKIR ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) tek basina ve 10 puM SP ile birlikte uygulamasinin AKT
fosforilasyonu iizerine etkisi tayin edildi. Buna gore ; AKT fosforilasyonunu 30 uM
NKI1R antagonisti tek basina ve 10 uM SP ile birlikte uygulamasi arttirmaktadir
(Sekil 48).

K NK1- NK1- ’:‘;‘:I'WSP NK2- NK2-  NK2-30uM
30uM 10uM 30uM  10uM  4SP-10uM
-10uM
. 37 kda
GapDH

Sekil 49. 4T1 hicre dizisinde NKIR antagonistinin ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) ve SP(10 uM) ile kombine tedavilerinin AKT fosforilasyonu iizerine
etkisi. Olas1 etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre

lizatlarinda western blot tayini ile gosterilmistir.
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4.4.1.11. 4T1 Hiicre Hattinda ERK Fosforilasyonu

4T1 hiicre dizisinde NK1R antagonistinin ve NK2R antagonistinin ( 10 ve
30 uM konsantrasyonda) tek basina ve SP ile birlikte uygulamasinin ERK
fosforilasyonu iizerine etkisi tayin edildi. Buna gore , Ajanlar ERK
fosforilasyonununu etkilemedi (Sekil 50).

NK1-

NK1- NK1- NK2-  NK2-  NK2-30uM
K soumaoum 2%™M*P 30um 10um sspoioum
-10uM
-
PERK 42 44 kda
o ey @

Sekil 50. 4T1 hiicre dizisinde NKIR antagonistinin ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 puM
konsantrasyonda) ve SP(10 uM) ile kombine tedavilerinin ERK fosforilasyonu iizerine
etkisi. Olasi etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre
lizatlarinda western blot tayini ile gosterilmistir.

4.4.1.12. 4T1 Hiicre Hattinda P38 Fosforilasyonu

4T1 hiicre dizisinde, NK1R ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 pM
konsantrasyonda) tek basina ve 10 puM SP ile birlikte uygulamasinin P38
fosforilasyonu {iizerine etkisi tayin edildi. Buna gore ; P38 fosforilasyonuna 30 uM
NKIR antagonisti ve 10 pM SP kombine uygulamasinin herhangi bir etkisi
olmazken ; 30 uM NK2R antagonisti tek basmma ve 10 pM SP ile birlikte
arttirmaktadir (Sekil 51).
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Sekil 51. 4T1 hiicre dizisinde NKIR antagonistinin ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 pM
konsantrasyonda) ve SP(10 pM) ile kombine tedavilerinin P38 fosforilasyonu iizerine
etkisi. Olas1 etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre
lizatlarinda western blot tayini ile gosterilmistir.

4.4.1.13. 67NR Hiicre Hattinda AKT Fosforilasyonu

67NR hiicre dizisinde NK1R ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) tek basmma ve 10 pM SP ile birlikte uygulamasinin AKT
fosforilasyonu {izerine etkisi tayin edildi. Buna gore ; metastatik olmayan meme
kanseri hiicre dizisi 67NR'de AKT fosforilasyonu uygulamalardan etkilenmedi (Sekil
52).

NK1- NK1- NKl- NK2-  NK2- NK2-30uM
30uM  10um 30uM+SP-30uM  10uM 4SP-10uUM
10ulvt

PAKT | D DD SRS e -

Sekil 52. 67NR hiicre dizisinde NKI1R antagonistinin ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 pM
konsantrasyonda) ve SP(10 uM) ile kombine tedavilerinin AKT fosforilasyonu iizerine
etkisi. Olas1 etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre

lizatlarinda western blot tayini ile gosterilmistir.

4.4.1.14. 67NR Hiicre Hattinda ERK Fosforilasyonu

67NR hiicre dizisinde NKIR ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) ERK fosforilasyonu iizerine etkisi tayin edildi. Buna gore ; ERK
fosforilasyonu uygulamalara bagli olarak degismedi (Sekil 53).
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Sekil 53. 67NR hiicre dizisinde NK1R antagonistinin ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 pM
konsantrasyonda) ERK fosforilasyonu flizerine etkisi. Olasi etki %0,2 FBS varliginda
uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre lizatlarinda western blot tayini ile

gosterilmistir.

4.4.1.15. 67NR Hiicre Hattinda P38 Fosforilasyonu

67NR hiicre dizisinde, NKI1R ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) P38 fosforilasyonu {iizerine etkisi tayin edildi. Buna gore ; P38
fosforilasyonu uygulamalara bagli olarak degismedi (Sekil 54).

K NK1- NKI- NK1- NK2- NK2-  NK2-30uM !
30uM 10umM 30uM+SP- 30uM  10uM  4SP-10uM

P-p38

GapDH

Sekil 54. 67NR hiicre dizisinde NKI1R antagonistinin ve NK2R antagonistinin ( 10 ve 30 uM
konsantrasyonda) P38 fosforilasyonu iizerine etkisi. Olast etki %0,2 FBS varliginda
uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre lizatlarinda western blot tayini ile

gosterilmistir.
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TARTISMA

Kadinlarda 6nemli bir saglik problemi olan meme kanseri erken teshis
edilemediginde, tedavi seceneklerinin sinirlilifindan dolayr 6liimciil olmaktadir.
Meme kanserine bagli mortalitenin en Onemli sebebi uzak metastazlara bagh
yasamsal fonksiyonlarin bozulmasidir [104]. Meme kanserinin sik metastaz yaptigi
organlar kemik, karaciger, akciger ve beyindir.

Substance P’nin kanser gelisimi iizerindeki etkisi ise tam olarak
bilinmemektedir. Calismalarin bir kismi Substance P’nin tiimor gelisimini
indiikledigi yoniindeyken diger ¢alismalar tersini gostermektedir [4-5, 8-10, 105]. Bu
durum hem kanser patogenezinde farkli mekanizmalarin farkli zamanlarda ve farkli
sartlarda ortaya ¢ikmasina hem de kanserin heterojen yapisina bagli olabilir. Ayrica
kanserin tipi ve kullanilan modeller de sonuglar arasindaki farkliliklar1 agiklayabilir.
Bu konunun netlesebilmesi i¢in Substance P reseptorleri olan NK1 ve NK2
reseptorlerine spesifik antagonistlerinin farklt modellerde etkilerinin ayrintili
calisilmas1 gerekmektedir. Bildigimiz kadariyla spesifik NKIR ve NK2R
antagonistleri kullanilarak meme kanseri metastazi {izerinde yapilmis calisma yok
denecek kadar azdir.

Bu c¢alismada, SP ve antagonistlerinin rolleri meme kanserinde sik goriilen
metastaz modelleri {izerinde in-vitro ayrintili deneylerde ilk defa arastirilmigtir.
Ayrica in-vitro deneyler metastatik olmayan meme kanseri hiicre hatti (67NR)
kullanilarak gozlenen etkilerin hiicre agresifligiyle iliskisi arastirilmistir. Hiicre
proliferasyonu lizerine etkileri ile birlikte hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasina aracilik
eden molekiiler mekanizmalardaki degisiklikleri ve bunlara bagli olarak anjiyojenik
etkisi ile metastaza aracilik ettigi bilinen maktofaj inflamatuar protein-2 (MIP-2)
sekresyonundaki etkiler aragtirilmistir.

Onceki bilgilerle uyumlu olarak kullandigimiz meme kanseri hiicre
dizilerinde NK1R ve NK2R’iin eksprese oldugu ama reseptor ekspresyonunun
metastatik hiicrelerde metastatik olmayan hiicrelere gore daha yiiksek oldugu
gozlendi.
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Substans P’nin NK1R ve NK2R’leri lizerinden mitojenik etki gosterdigi 6ne
stiriilmektedir [8]. Bu olasilig1 arastirmak i¢in SP ve SP-metil esterin ( segici NK1R
agonisti) 0,001 pM- 10uM konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonu iizerine
etkileri arastirilmigtir. Sonuglara gore SP hiicre proliferasyonunu etkilemedigi gibi,
AKT, ERK ve p38 fosforilasyonunu da etkilememistir. Dolayisiyla SP’nin direkt
mitojenik etkisi metastatik meme kanseri hiicrelerinde bulunmamaktadir. Bu durum
kismen literatiirle ¢elismektedir. Diger taraftan NKIR antagonisti yiiksek
konsantrasyonlarda (30uM) hiicre proliferasyonunu tamamen baskiladi ve kismen
sitotoksik etki gosterdi. Bu etki Ozellikle metastatik olan 4T1, 4THM, 4TLM ve
4TBM hiicrelerinde belirgindi ve bu hiicreler arasinda etki birbirine benzer bulundu.
flging olarak NK1R’niin 45kDa alt {initesinin metastatik hiicrelere gore ¢ok daha az
eksprese edildigi 67NR hiicrelerinde NK1R antagonistinin inhibitor etkisi ¢ok daha
az olmustur (%100 inhibisyona karsin %35 diizeyinde inhibisyon).

Ilging olarak NK1R antagonistinin etkisi hiicrelerin énemli bir kisminda SP
ile geriye donmemistir. Bu durum NKI1R antagonisti ile SP’nin reseptor {lizerinde
baglanma yerlerinin farkli olabilecegini ve tiimdr hiicrelerinde NKI1R’niin
antagonistlerinin daha fazla etkisi oldugunu isaret etmektedir. Farkli bir NKI1
antagonistinin (L-733, 060) kemoterapiye direngli meme kanseri hiicre dizilerinde
hiicre oliimiine neden oldugu gosterilmistir [85] ve sonuglarimiz bu bulgularla
uyumludur. Giiniimiizde timor hiicrelerinde apoptozisi indiikleyen mekanizmalar
tam olarak bilinmemektedir. Ancak NK1 reseptor antagonistleri hem DNA sentezini
hem de MAPK yolag: aracilig ile hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir
[106-108]. Bizim hiicrelerimizde MAPK yolaginda yer alan ERKI1/2
aktivasyonunda bir degisiklik olmadi. Ilging olarak NKIR antagonisti AKT
aktivasyonunu arttirdi. Bu durum kronik antagonist kullaniminda anti-proliferatif
etkiye kars1 direng gelisecegini gostermektedir.

NK2R antagonisti (GR159897)’nin in-vitro anti-timéral etkileri NKIR
antagonistine gore daha az bulunmustur. Diger taraftan NK1R antagonisti ile oldugu
gibi NK2R antagonistine de en direncli hiicre, reseptorii en az eksprese eden 67NR
hiicreleri olmustur. Ilging olarak NK2R yogunlugu diger metastatik hiicrelerden az
olmayan 4TBM hiicreleri de NK2R antagonistinin anti-proliferatif etiklerine kismen
direngli bulunmustur. Bu durum NK2R’iiniin etkilerinin hiicre alt tiplerine gore
farkliliklar gosterdigini ortaya koymaktadir. NK2R antagonisti 30uM'da ERK
fosforilasyonunu 4TBM, 4TLM ve 4THM'de azaltti. Bu durum NK2R antagonistinin
anti-proliferatif etkilerinde MAPK yolaginin yer alabilecegini gostermektedir. Diger
taraftan 30uM NK2R antagonisti P38 fosforilasyonunu arttirmistir.
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Timor gelisimi ve yayiliminda timor hiicresi kadar tiimorii ¢evreleyen
hiicrelerle etkilesimi (mikrogevre) de rol oynamaktadir. Substance P’yi de iceren
Tachykinin ailesi noropeptitler, tiimor mikrogevresinde yer alan makrofajlar, endotel
hiicreleri ve epitelyum tarafindan sentezlenmektedir [63]. insan tachykininleri TACI,
TACS3, ve TAC4 genleri tarafindan kodlanmakta ve SP, neurokinin A, ve neurokinin
B peptidlerini icermektedir. Substance P yara iyilesmesinden agr1 duyumu ve akut
inflamasyona uzanan pek ¢ok dénemli fizyolojik diizenlemede yer almaktadir [60-61].
Bu peptitler sirasiyla G-protein ile eslesen (G Protein Coupled Receptors), NK1,
NK2, ve NK3 tachykinin reseptorlerini aktive etmektedirler [63] . NK1 ve NK2
reseptorlerinin insan meme kanseri hiicrelerinde eksprese oldugu bilinmektedir [67,
109]. Ayrica NKIR eksprese etmeyen timdrlerin hepsinin peritiiméral damar
yapilarinda NK1R ekspresyonu gozlenmistir[84]. SP’nin damar gelisimini ve endotel
proliferasyonunu arttirdigi goéz Oniine alindiginda NKI1R antagonistlerinin anti-
anjiogenik etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir [72] . Ayrica NK1R aktivasyonunun
hiicrelerin malign transformasyonunda rol oynadigir ve kemik metastazini arttirdigi
diisiniilmektedir [67, 85] . NK-1 antagonisti L-733, 060’iin kemoterapiye direngli
meme kanseri hiicre dizilerinde hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir [85]. Bu
sonuglarla uyumlu olarak NK1R antagonisti 30uM NKI1R antagonisti ile anjiojenik
ve inflamatuar bir kemokin olan MIP-2 [102] sekresyonunu anlamli olarak azaltt.

Diger taraftan SP’nin daha diisiik afinite ile baglandigi NK2R{in inhibisyonu
MIP-2 sekresyonunda dénemli bir artisa neden oldu. MIP-2 sekresyonundaki bu artis
sitokin saliniminda rol oynadigi bilinen P38' fosforilasyonundaki artis ile iligkili
olabilir.

Literatiirdeki bilgilerle uyumlu olarak bu ¢alismada da NK1 ve NK2 reseptor
antagonistleri hiicre proliferasyonunu belirgin olarak inhibe etmistir. Fakat NK1R
antagonisti anti-apaoptotik etki gosteren AKT aktivasyonuna neden olmustur.
Ayrica NK2 reseptor antagonistleri ile metastaza araciik eden anjiyojenezi
tetikledigi bilinen MIP-2, meme kanserinin beyine ve kalbe metastaz yapan hiicre
dizilerinde belirgin olarak artmistir. Bu bulgular NK1 ve NK2R antagonistlerinin
terapotik etkinligini sinirlar niteliktedir.

Dolayisiyla onceki calismalar ve buradan elde edilen sonuglar Substans P ve
reseptorlerinin kanser patogenezindeki roliiniin tek bir yone cekilemeyecegini ve
kanserin fenotipine, mikrogevre ile etkilesimine, olusturdugu immiin yanita gore
Substans P ve antagonistlerinin etkisinin farkli olacagini gostermektedir. Her ne
kadar literatiirden birden fazla derlemede NK1R ve NK2R antagonistlerinin kanser
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tedavisinde kullanilabileceklerine dair bilgiler bulunsa da, kanser tedavisinde, hangi
durumlarda ve hangi siire ile bu antagonistlerin kullanilabileceginin belirlenebilmesi
icin daha fazla ¢aligmaya gereksinim bulunmaktadir.
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SONUCLAR

Bu c¢alismada, farkli organlara metastaz yapmis fare meme kanser
hiicrelerinin proliferasyonlar1 {izerine Subtans p ve antagonistlerinin etkisi, bununla
birlikte ortaya ¢ikan sitotoksik etkilerin altinda yatan sebepler, molekiiler diizeyde
aragtirtlmistir. Bunun i¢in, hiicre biiyiimesini ve ¢ogalmasini diizenleyen hiicre igi
sinyal yolaklarinda rol oynayan proteinlerin fosforilasyonlarinda meydana gelen
degisiklikler incelenmistir. Ayrica Substance p reseptorlerinin fare meme kanserinin
beyine metastaz1t 4TBM ve kalbe metastaz1 4THM hiicre dizilerinde anjiyojenik bir

faktor olan MIP-2 sekresyonu lizerine etkileri tayin edilmistir. Sonug olarak ;

1. Metastatik ve metastatik olmayan hiicre dizilerinde NK1R ve NK2R
eksprese olmaktadir. Ancak reseptorlerin ekspresyonu metastatik hiicrelerde ve beyin
dokusunda metastatik olmayan hiicrelere gore daha yiiksektir. Bu durum, tiimoriin
ileri safhasinda metastatik nitelikler edinmesiyle reseptor ekspresyonlarindaki artis
arasinda bir baglant1 oldugunu diisiindiirmektedir.

2. SP ve SP-metil esterin ( se¢ici NK1R agonisti) 10uM, 1 uM, 0,1uM, 0,01
ve 0,001 pM, konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonu iizerinde anlamli bir etkisi
goriilmedigi gibi, AKT, ERK ve p38 fosforilasyonunu da etkilemedi.

3. NKI1R antagonisti 30 uM konsantrasyonda, metastatik hiicre dizileri 4TBM
, 4TLM, 4THM ve 4T1 'de sitotoksik etki gostermistir ve bu etki 4TBM, 4TLM ve
4THM'de 10 uM SP ile birlikte uygulandiginda geriye donmemistir. Ancak 4T1
hiicre dizisinde kombine tedavi ile sitotoksik etki goriillmemistir, ancak proliferasyon
baskilanmigtir (%70). 67NR hiicre dizisinin proliferasyonu da anlamli olarak
baskilanmustir fakat sitotoksik etki goriilmemistir. Metastatik hiicre dizileri lizerinde
30 uM NKIR antagonisti ve SP 10uM ile birlikte uygulamasi sitotoksik etki
gosterirken ; metastatik olmayan 67NR hiicre dizisinde bu etki goriilmemektedir.
Diisiik doz (10 uM) NKI1R antagonistinin hiicre proliferasyonu {izerine inhibisyon
etkisi %0 -%20 olarak hesaplanmustir.

4. NK2R antagonisti (30uM) metastatik hiicre dizilerinde (4TBM , 4TLM, 4THM ve

4T1) ve metastatik olmayan 67NR'de  proliferasyonu anlamli olarak azaltmustir.
Ancak bu etki NK2 reseptoriin daha fazla eksprese edildigi metastatik hiicre
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dizilerinde daha fazladir. NK2R antagonisti diisiik konsantrasyonda (10 uM) 4T1
hiicre dizisinin proliferasyonunu belirgin olarak (% 65) inhibe ederken; 4TBM ve
67NR hiicre hatlarinda %5, 4TLM 'de % 25, 4THM'de %40 olarak hesaplanmistir.
30 uM NK2R ile birlikte 10uM SP uygulandiginda ise 4TBM, 4TLM ve 4THM'de
etki kismen geriye donmiistiir. 4T1 ve 67NR hiicre dizilerinde 10uM SP ile birlikte
uygulamasi, 30 uM NK2R antagonistinin etkisini tersine ¢evirmemektedir.

5. 30 uM NKI1R antagonisti, 4TBM ve 4THM hiicre dizisinde hem serumlu hem de
serumsuz ortamda MIP-2  sekresyonunu azaltmistir. Bu etki hiicre
proliferasyonundan bagimsizdir. 10uM NKIR antagonistinin etkisi goriilmemistir.
NK2R antagonisti ise 30 uM konsantrasyonda serumlu ve serumsuz ortamda her iki
hiicre  dizisinde MIP-2  sekresyonunu arttirmaktadir. Bu etki hiicre
proliferasyonundan bagimsizdir. Diisiik dozda (10 pM) NK2R antagonisti 4TBM'de
MIP-2 sekresyonunu etkilemez iken, 4THM'de anlamli olarak arttirmistir.

6. Hiicre i¢i sinyal yolaklar1 proteinleri AKT, ERK ve P38'in fosforilasyonunu SP ve
antagonistleri 67NR hiicre dizisinde etkilemedi. Aksine metastatik meme kanseri
hiicre dizileri 4TBM, 4TLM, 4THM ve 4T1 'de 30uM NKIR antagonisti AKT
fosforilasyonunu belirgin olarak arttirmigtir. NK2R antagonisti 30uM'da ERK
fosforilasyonunu metastatik hiicre dizilerinde azaltmistir. Aynmi zamanda P38
fosforilasyonunu NK2R antagonisti 30uM'da metastatik hiicre dizilerinde arttirmistir
ve bu etki 10uM SP ile degismemistir. 30 uM NKIR antagonisti ise P38
fosforilasyonu 4TBM, 4TLM ve 4THM'de belirgin olarak azaltmistir.
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