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GIRIS ve AMAC

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Hiicreler bulunduklar: ¢evreye; hiicre dis1 sinyalleri hiicre ici sinyallere
ceviren ve bu sinyalleri diizenleyen etmenlerle baghdirlar. Hiicre diizeyindeki
bu sinyaller; gen ifadesi, bliytime, farklilasma, hiicre béliinmesi, hiicre hareketi
ve apoptozu icermektedir. Hiicre ve cevresi arasindaki iliskide, gen ifadesinde
ya da sinyal adimlarinda bozulma, hiicrenin olusturdugu dokuda beklenmedik
degisimlerin go6zlenmesine sebep olmaktadir. Bu da dolayli olarak tiimoér
olusumuna yol acan bir ortamdir. Timorler iyi huylu (benign) ya da koétii huylu
(malign) karakterde olabilmektedirler. Iyi huylu olan tiimérler sadece
bulunduklar:1 doku ile sinirli kalirken; kétii huylu olanlar dokuyu terk edip yeni
yerlere yerlesme egiliminde; yani metastaz yapma yetenegindedirler [1]. Malign
timor hiicreleri metastaz yapma asamasina geldiklerinde; tiimor duraganliktan
kurtulup, ihtiyaclar1 dogrultusunda besin ve oksijen temini icin yeni kan
damarlarini olusturur (anjiyogenez) ve bu damarlari kullanarak viicudun bagka
bir bolgelerine yerlesirler[2, 3].

Meme kanseri kadinlarda akciger kanserinden sonra en sik 6liime yol acan
kanser tiiriidiir. Bir kadinda yasami boyunca meme kanseri gelistirme riski
%10-12,2 olup, baska bir ifadeyle her 8-10 kadindan birisinin meme kanserine
yakalanma riski oldugu soylenebilir[4]. Meme kanserinin metastaz yaptigi
organlarin basinda kemik, akciger, karaciger, beyin ve adrenal bezler
gelmektedir [5].

Nefronektin (POEM - preosteoblast EGF repeat protein with MAM domain)
fare bobreginde tanimlanmis, ligand1 a831 integrin olan bir hiicre dis1 matriks
proteinidir [6]. Molekiiler olarak 70-90 kDa agirliginda, EGF(epiteliyal biiylime
faktorii)-benzeri tekrarlar, RGD(arjinin, glisin, asparjin) sekanslar1 ve COOH
(karboksil) ucunda MAM (Meprin/A5-protein/ protein tirozin fosfataz) domaini
icermektedir [7]. EGF-benzeri tekrarlar icermesi sebebiyle osteoblast
farklanmasini arttirdig1 gosterilen nefronektinin doku gelisimi ve hiicre
farklilasmasinda da rol oynayabilecegi ileri stiriilmektedir [6].

Literatlirde nefronektinin kanserle iliskisini gosteren calismalar oldukca
azdir ve giiniimiizde nefronektinin kanser gelisimindeki roli hala tam olarak
aciklanamamistir. Nefronektinin malign tiimérlerle iligkisi, Kuphal S. ve
arkadaslarinin ~ malign  melanoma  lizerinde  yaptiklar1  ¢alismada
gosterilmistir[8]. Bu ¢alismanin ardindan, Erin N. ve arkadaslar tarafindan
metastatik tiimor hiicre hattinda nefronektinin varligt gen diizeyinde

12



gosterilmistir [5]. Ancak nefronektinin metastaz iizerinde etkili olup olmadigini
aciklayan bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamaktadir.

Literatiir bilgilerimiz ¢ercevesinde ortaya konan ekstraseliiler ortamin
hiicresel dinamikler tlizerine etkisi ve nefronektinin hiicresel farklanmada ve
hiicre hareketligindeki rolii géz oOnilinde bulundurularak; nefronektinin
malingniteye bagli olarak tliimorlerde farkli diizeylerde eksprese olacagi
hipotezini kurduk. Hipotezimizi test etmek amaciyla ortotopik olarak malign ve
benign hiicre hatlari verilerek olusturulacak fare meme kanseri modelinde bagh
olarak; ortaya cikan primer tiimorlerde ve meme kanserinin siklikla metastaz
yaptig1 akciger ve karaciger dokularindaki sekonder metastatik tiimorlerde,
nefronektin ekspresyonunda zaman ve hiicreye bagimli degisimleri belirlemeyi
amagcladik.

GENEL BiLGILER

2.1. Kanser

Timor, herhangi bir hiicre ya da hiicre grubunun, organizmanin sahip
oldugu kontrol mekanizmalarinin etkisinden ¢ikip kontrolsiiz ¢ogalmasidir.
Organizmada bu kontrol mekanizmalarinin dogru ¢alismamasi durumunda
normal hiicreler yapi ve fonksiyon degistirerek timor karakteri kazanabilirler
[2]. Bu nedenle kanser, hiicrede meydana gelen genetik ve/veya epigenetik
degisikliklerin ~ birikimi sonucu ortaya ¢kan bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir [9].

Normal hiicreler komsu hiicrelere veya hiicre disi matrikse adezyon
molekilleri araciligiyla tutunarak iligkilerini devam ettirirler. Bu adezyon
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noktalarinda elektron yogun plaklar olusur, hiicrelerin ameboid uzantilarinda
yavaslama ve sonu¢ olarak da durma gozlenir. Bu durum hiicrelerin kontak
inhibisyon etkisinden kaynaklanmaktadir. Ancak tim hiicrelerde kontak
inhibisyon o6zelligi bulunmaz. Bu da timor hiicrelerinin durma potansiyeline
sahip olmadiginin bir gostergesidir. Bu nedenle; tiimor hiicreleri bulunduklar:
organda prolifere olarak Kkitlesel gelisim gosterirler. Bu hiicreler organ disina
cikmadan sadece bu organda kitlesel artisa giderse bunlara “benign” yani iyi
huylu tiimér hiicreleri denir. Ancak, bazi tip timor hiicreleri primer odaktan
ayrilip farkli odaklar olusturmak tizere baska bolgelere hareket etme
egilimindedirler. Iste tiimor hiicrelerinin primer odaktan ayrilarak uzak
mesafelere yayillmasi “metastaz” olarak, metastaz yapma yetenegine sahip
hiicreler de “malign” vyani kot huylu tiimér hiicreleri olarak
tanimlanmaktadirlar [10].

Malign tiimorlerin gelisimleri sirasinda gosterdikleri davranislardan yola
cikilarak bunlarla ilgili alt1 temel 6zellik tanimlanmistir:

1. Dis kaynakli biiyiime sinyallerine ihtiya¢ duymama,

2. Bilyiimeyi durdurucu sinyallere karsi dayaniklilik,
3. Programl hiicre 6liimiinden kagabilme,
4. Yaslanmaya diren¢ gosterme ve sinirsiz ¢ogalma potansiyeline sahip

olma,
5. Yeni kan damarlari olusturabilme (anjiyogenez),
6. Farkli dokulara yayilabilme ve bir bodlgeden digerine tasinabilme

(metastaz).

Bu alti 6zellik malign tiimoérlerin temel 6zelikleri olmakla birlikte aymi
zamanda kanser tedavisindeki baslica hedefleri de olusturmaktadir [2]. (Sekil
1)
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Apoptozdan ' Biiyiime inhibitorlerine

Kagabilme Duyarsizik

Sekil 1: Malign tiimoérlerin temel 6zellikleri [11]. Bu 6 6zellik sayesinde tiimorler daha agresif ve yayilimci
bir potansiyele sahip olmaktadirlar.

2.1.1. Metastazin Mekanizmasi

Timor metastazi sirali bir dizi olaylar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu
adimlardan herhangi birinde olusacak basarisizlik stirecin ilerlemesini de
engelleyecektir [12]. Metastazin baslayabilmesi i¢in hiicrenin belirli bir kitlesel
biiytikllige ulasmasi ve hiicresel transformasyonunu tamamlamasi
gerekmektedir [13].

Tiumor hiicreleri, biiylimekte olan tiimor kitlesine ihtiyaci olan besin ve
oksijen kaynagini saglayabilmek icin besin kaynaklarina dogru ilerlemek
zorundadirlar. Bunun icin, kitle 1-2 mm biiytklige ulastig1 zaman anjiyogenik
farklanmay1 baslatir. Bu farklanma, anjiyogenik faktorlerin sentezlenmesi ve
salgilanmasiyla baslar ve tiimor ¢evresinde kilcal damar ag1 olusumu gozlenir.
Bu ag giderek yogunlasir ve tiimér hiicre yi@ininin etrafini tamamen kaplar.
Tlimor hiicrelerinin dolasima katilmasinda ince duvarli veniiller ve lenf
damarlar1 daha az direng gosterdikleri i¢in; timor hiicreleri ¢ogunlukla bu yolu
kullanmay1 tercih etmektedirler. Tiimor hiicreleri dolasima gegtikten sonra kan
yoluyla uzak organlara dogru yol alirlar. Dolasima ¢ikan tiimor hiicreleri, kanda
yer alan immiin hiicrelerin saldirisina maruz kalmamak icin, bir an énce dokuya
gitmek egilimindedirler. Dolasimdan ayrilacaklar1 zaman da, damarin endotel
hiicreleri ve bazal membranlarin1 asarak endotel disina ulasmahdirlar. Timor
hiicreleri ulastiklar1 yeni organlarda yeniden biiyiime egilimindedirler ve yine
kapiller ag olusturmak tlizere anjiyogenezi tetiklerler [13]. (Sekil 2)
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Sekil 2: Primer timoriin biiylimesi ve dolasima ¢ikmasi ile baslayan metastaz basamaklari
gosterilmektedir [13].

2.1.2. Anjiyogenez

Anjiyogenez, gelismekte olan kitleye vaskiiler destek saglarken, ortama
kazandirdig1 besin ve oksijen ile timoriin biiylimesine ve yayllmasina yardimci
olarak metastazi tetiklemektedir [14].

Timor hiicreleri, doku disina ¢ikip baska organlarda tek bir hiicre ya da
mikrometastazlar olusturmalar1 ile hemen agresif bir potansiyele sahip
olmazlar. Bu asama “dormansi (uyku hali)” asamasidir ve bu asamada uzunca
bir siire hatta yillarca kalabilirler. Timoér dormansisi; in vivo ortamda 1mm ya
da daha kiiciik c¢aptaki tiimoriin biiylimesini durdurmasi ve hareketsiz
kalmasidir. Ancak, timor hiicrelerinin dormansi durumundan kurtulmalari;

1. Timorden salinan faktorler,
2. Mikrogevresinin degisimi etkisiyle ger¢ceklesmektedir.

Bu mekanizmalarin etkisiyle dormansiden kurtulan tiimér hiicreleri
prolifere olarak, klinik olarak belirlenebilen kitleler haline gelir ve giderek
biiyliyen kitle yeni metastazlar yapma arayisina devam eder [15]. (Sekil 3)
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Sekil 3: Metastaz sonrasinda tiimor hiicreleri dormant hallerinden kurtulup prolifere olduktan sonra
klinik olarak Dbelirlenebilen metastazlar olustururlar [15].

Anjiyogenik doniisiim, pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler
arasindaki dengenin bozulmasiyla baslayan bir siirectir. Pro-anjiyogenik ve
anti-anjiyogenik faktorler arasindaki denge, timor biiylimesini engellemekte ve
tliimori dormant halde tutmaktadir. Bu dengenin pro-anjiyogenik faktorlerin
salgilanmas1 yoniinde bozulmas1 timér anjiyogenezini ve biiylimesini
tetiklemektedir [16]. Anjiyogenik silirece girmis tiimor hiicreleri; bazi biiylime
faktorleri ve molekiillerini salgilamaya baslamaktadirlar [17]. Bu molekiiller
arasinda VEGF-A (Vaskiler Endoteliyal Buyiime Faktori-A) fizyolojik ve
patolojik anjiyogenezin o6nemli bir diizenleyicisi olup, pro-anjiyojenikbir
faktordiir [18]. VEGF-A, damar endotel hiicreleri tlizerinde VEGFR-2'ye
baglanarak damar anjiyogenezini stimiile ederken, VEGF-C ve VEGF-D lenfatik
endotel hiicrelerinde baskin olarak var olan VEGFR-3’e baglanirlar ve
lenfanjiyogenezi tetiklerler [19]. Fibroblast bliyiime faktori FGF-1(fibroblast
biiylime faktorii), FGF-2 ve PDGF-B (platelet kaynakli biiyiime faktorii) ve
PDFG-C de anjiyojenezde rol alan 6nemli molekiillerdir [20-22].

Tiimo6r mikrocevresinde artan VEGF ekspresyonu; tiimoériin biyiik
damarlara ulagsmasini ve kan igerisinde rahat hareket etmesini saglayarak
tiimoriin metastazini da kolaylastirmaktadir [14]. Bu islemler basit gibi goriinse
de aslinda, hem tiimor hiicreleri, hem endotelyal hiicreler, hem de diger stromal
hiicrelerle tiimor mikrogevresindeki sinyal yolaklarinin birlikte ¢alistigi ¢ok
karmasik olaylar zincirinden olusmaktadir [23]. (Sekil 4)
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Sekil 4: Anjiyogenik doniisiimde goérevli molekiiller.
Pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler arasindaki dengenin pro-anjiyogenik faktérlerin
yoniinde kaymasi ile anjiyogenik doéniisiim baslar ve tiimérde vaskiilarizasyon artar. Timoér
hiicresinin kendi salgiladigi proteazlar ve pro-anjiyogenik faktorler (yesil kutu), tiimér
cevresindeki immiin sistem hiicrelerinin diizenledigi faktorler (pembe kutu), inflamatuvar
hiicrelere karsi tiimor hiicresinden salgilanan faktorler (mavi kutu) sekilde gosterilmektedir[16].

Anjiyogenezle damar endotel hiicreleri 6nceden var olan kan damarlarina
dogru hareket ederek, biiylime faktorlerinin etkisiyle yeni damar olusumunu
tetiklerler. Baslangicta tiimor i¢indeki olgunlasmamis kan damarlar: yeni bir
bazal membrana sahip olarak, olgun kan damarlan ile baglanirlar ve yeni
damarlar1 olustururlar [24] (Sekil 5). Bu durum, metastaz siirecinin
tamamlanmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
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Sekil 5: Anjiyogenez basamaklari.
I- Timor bliyiimesi sonucu hipoksi gelisir ve anjiyogenik faktorler salinmaya baslar (VEGF, FGF
gibi). II- Salinan anjiyogenik faktorler endotel hiicrelerini harekete gecirir. III- Endotel hiicreleri
prolifere olur ve kan tasiyabilen damar filizlerini olusturmaya baslar. IV- Sadece yeni bir hiicre dis1
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matriks ve bazal membran olusumundan sonra, yeni kan damari1 oksijen tasimnmasi igin
kullanilabilir. Ayrica timor hiicreleri damar aracili uzak alanlara gog¢ edebilirler [24].

Son yillarda metastazin 6nlenmesine yonelik yapilan ¢alismalar daha ¢ok
anjiyonegenezin inhibe edilmesi yontinde yogunlasmaktadir [24]. Anjiyogenezin
inhibe edilmesiile tiimor hiicrelerinin beslenmesi, oksijenlenmesi ve damar
yoluyla hareket etme yetenekleri kismen engellenebilmektedir[14].

2.1.3. Invazyon ve Epiteliyal-Mezenkimal Gegis

Metastaz, tiimor hiicrelerinin gelismeye basladiklar1 dokudan c¢ikip bolgeyi
isgal etmeleriyle baslar. Tlimor hiicreleri dncelikle hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre
dis1 matriks baglarim1 zayiflatip kirmahdir [25]. Bu asamadaki en 6nemli
diizenleme normal doku yapilanmasindaki epiteliyal-mezenkimal ge¢isin (EMG)
diizenlenmesidir [26].

Tumor hiicreleri dolasima katilirken 6nce endotel hiicrelerini ve onlarin
bazal laminasini asmak zorundadirlar. Normal epitel hiicrelerinin hareket
kabiliyetleri, tlzerlerine yerlestikleri bazal lamina sebebiyle sinirhdir.
Cogunlukla yanal diizlem ilizerinde hareket edebilmektedirler. Ancak, timor
hiicreleri, epitel hiicrelerinin karakterlerini degistirerek cok yonlii harekete
sahip olabilmelerini saglamaktadir [27]. EMG'nin saglanmasiyla epitel hiicreleri
karakter degistirerek daha saldirgan, apoptoza engel olabilen, istilaci hiicrelere
dontsebilmektedirler. Tlimor hiicreleri tarafindan EMG; invazyon ve metastaz
sirasinda farkli asamalarda gecici ya da kalic1 olarak aktive edilebilir [2].

Embriyogenez sirasinda da bazi transkripsiyon faktorleri EMG’de aktif role
sahiptir. Bu transkripsiyon faktorlerinin bir¢ok malign tiimor tipinde metastaz
ve invazyon sirasinda asir1 ekspre olduklar1 gosterilmistir [28, 29]. Bu
transkripsiyon faktorleri tarafindan tretilen matriks yikici enzimler sayesinde
epitel biitiinligl ve hiicreler arasi baglantilarin zayiflatilmasiyla; hiicreler daha
rahat hareket edebilir hale gelmekte ve apoptoza karsi diren¢ kazanmaktadirlar
[30].

Kanser hiicreleri ve tiimor-iliskili stromal hiicreler arasindaki etkilesim bir
ya da daha fazla trankripsiyon faktoriiniin salgilanmasini arttirmakta ve bu da
hiicredeki agresif karakteri tetiklemektedir [31, 32] .

2.2. Tumor Mikrogevresi

Solid malign tiimorler, sadece malign karakterdeki tiimor hiicrelerinden
olusmamaktadir. Bu hiicrelerin yani sira stromal doku icinde yer alan baska
hiicrelerde bulunur ve bu hiicrelerin tiimi timér mikrogevresini
olusturmaktadir [33]. (Sekil 6) Mikrogevreyi olusturan hiicreler cogunlukla
timor gelisiminde tiimor hiicrelerine desteklik saglamaktadirlar [34].

Literatlirde stromal dokunun tiimoér gelisimi ve ilerlemesinde pasif izleyici
olarak rol aldig1 gosterilmistir. Ancak son yillarda tiimor hiicreleri ve stromal
hiicreler arasinda karmasik ¢ift yonli iliski olduguna dair g¢alismalar
bulunmaktadir. Bu durum, timoér hiicreleri ile hiicre disi matriks arasinda
karmasik bir agin var oldugu gercegini diistindiirmektedir [34].

Timorin gelisimi sirasinda yakinlarinda yer alan mikrogevre 2 sekilde
tanimlanmaktadir;
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1-Fiziksel Mikrogevre: Hiicresel bilesenler, hiicre-hiicre iliskileri, tiimor
parankimasini olusturan matriks ve tiimor hiicreleri seklinde tanimlanir.
Fiziksel mikrogevreyi; endotelyal hiicreler ve prekiirsorleri (pro-
anjiyogenik faktorlerin salgilanmasi yoluyla), perisitler (pro-anjiyogenik
faktorlerin salgilanmasi yoluyla), diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, karsinoma
iligkili fibroblastlar (CAF) (pro-anjiyogenik faktorlerin salgilanmasi yoluyla),
miyofibroblastlar, tiimorle iliskili makrofajlar (TAM),dogal 6ldiiriicii hiicreler
(NK), antijen sunan hiicreler (APC) olusturmaktadirlar.
2-Fizyolojik Mikrogevre: Oksijen degisimleri, besinler, timor damarlanmasi
sirasinda kullanilmayan tirtinleri icermektedir [35].

Tiumor Stromas:

ESM Elemanlan—

Sekil 6: Timor gelisimi ve mikrogevre
Tlimor gelisimi sirasinda mikrogevreyle iletisimde olan hiicreler timériin gelisimi,
invazyonu ve metastazina yardimci olan bir mikrogevre olusmasini saglarlar[35].

2.2.1. Tumor Mikrogevresindeki Hiicre Tipleri

2.2.1.1 Timér Ile iliskili Fibroblastlar (TiF) (Cancer-Associated
Fibroblast) (CAF)

Tiimér stromasinin esas hiicre populasyonunu TiFler olusturur ve her
karsinomada farkhi oranlarda bulunurlar. TiFler sadece tiimorogenezin
baslamasi ve malign karakter kazanmasinda degil, proliferasyon, invazyon ve
timor hiicrelerinin hareket yeteneklerinde de 6nemli role sahiptirler. Bu
hiicrelerinproliferasyon yetenekleri oldukca gelismistir. Kanser hiicreleri ile
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epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve perisitler arasinda iletisim kurarak
biiyiime faktorleri ve kemokinlerin salgilanmasini saglarlar [36].

Ayrica; TiFler ve tiimor hiicreleri birlikte calisarak, immiin baskilayic
hiicreleri harekete gecirmek i¢in bircok faktoriin salgilanmasina aracilik ederler
[34]. TiFler, hiicre dis1 matriks bozulmasi ve tiimér ilerlemesinden sorumlu
matriks metalloproteinaz (MMP) kaynagi olup; anjiyogenezin
indiiklenmesinden sorumlu, VEGF salgilanmasinda rol oynamaktadirlar [36].

2.2.1.2. immiin Sistem Hiicreleri

Immiin sistem hiicreleri tiimérlii dokunun dogal bilesenleridirler. Bu
hiicreler tiimore antagonist etki edebilecekleri gibi, tiimor gelisiminde olumlu
etki de gosterebilmektedirler. Timor gelisimini destekleyen inflamatuvar
hiicreler arasinda mast hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller, B ve T lenfositler yer
almaktadir [37-39]. Bu hiicreler ¢esitli sinyal molekiillerinin (VEGF, sitokinler,
kemokinler, FGF, MMP-9 vb.) salgilanmasin1 saglayarak tiimor gelisimine
yardimci1 olurlar [39, 40].

Timor kendi mikrogevresini olusturmaya basladiginda ilk olarak hangi
immiin sistem hiicre tipinin isin icine girdigi hala tam olarak bilinmemektedir.
Ancak immiin baskilayici hiicreler ve timor hiicreleri arasindaki iligki, tiimoriin
karakterini kazanmasinda oldukca etkin role sahiptir. Immiinsiipresif
mikrogevrenin olusmasy; timor hiicrelerinin immiin sistem hiicrelerinden
kagisinive timoriin metastatik karakter kazanmasini saglamaktadir [34].

Timor hucrelerinin immiin sistem hiicrelerinden kagmalarini saglayan iki
farkli mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan ilki MHC (major histocompatibility
complex) (major histokompatibilite = kompleksi) 1 kompleksindeki
bozukluklardir. Bu bozukluk sonunda, timoér hiicreleri bazi onkogenlerin
aktivasyonunu saglayarak fenotiplerini gizlemektedirler. Bu sekilde de
sitotoksik T lenfositlerin hedefi olmaktan kurtulmus olurlar [41]. Immiin
sistemden kacisin ikinci yolu, gelismekte olan tiimoériin immiin sisteme saldir1
diizenlemesidir. Buna sebep olan tiimériin kendisidir. Inflamasyon ve
otoimmiiniteyi ortadan kaldirirken timér kaynakli makrofajlar (TAM) ve
miyeloid kokenli baskilayici hiicreleri (MDSC) kullanirlar. Bu yollarla tiimor
hiicreleri, esas bagisiklik sistemini kendi kontrollerine alarak indiiksiyon ve
tlimore karsi immiin yanit1 baskilamis olmaktadirlar [41].

Timor dokusu icinde, tam olarak farklilasmis bagisiklik sistem hiicrelerine
ek olarak, cesitli kismen farklilasmis miyeloid progenitorlerin varlig1 da tespit
edilmistir. Bu hiicreler tiimor gelisimi indiikleyici etki gostermektedirler [39].

Immiin sistem hiicrelerinin etkileri degerlendirildiginde; bunlarin olasi
yanitlar1 bozarak, timor hiicrelerinin biiylimesi ve gelisimini indiikledigi, buna
bagl olarak metastazi arttirdigi ileri siirilmektedir [34].
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2.2.1.3.Timérle liskili Makrofajlar (TIM) (Tumor Associated
Macrophages) (TAM)

Timorin metastaz yapma yetenegi ile makrofajlar arasinda yakin iliski
bulunmaktadir [42]. TIM'lerin, tiimér mikrogevresindeki varligi, tiimor gelisimi
ve anjiyogenezi desteklemektedir. Tiimor stromasi ve tiimor hiicrelerinden
salinan kemokinler ve biiyiime faktorleri TIM’lerin bu alanda toplanmasini
tetiklemektedir.

Son yillarda yapilan c¢alismlarda makrofajlarin 2 alt tipinin oldugu
gosterilmistir. M1 ve M2 olarak derecelendirilen bu alt tipler; ylzey belirtecleri,
davranislari ve verdikleri yanitlar bakimindan farkhidirlar. Monositlerden koken
alan klasik makrofajlar, M1 olarak tanimlanirken; pro-timoér fonksiyonuna
sahip olan, alternatif olarak aktive olmus makrofajlar M2 olarak
tanimlanmaktadir. (Sekil 7) M1 makrofajlar; bakteri ve yabanci maddelere karsi
savasim icin programlanmistir ve timor ile karsilasinca bunu baskilama
kapasitesine sahiptirler. Bunlari; yiizeyinde bulundurduklariézel belirtecler
araciligiyla yapmaktadirlar. Ancak, M2 makrofajlarin yiizey belirte¢leri normal
M1 makrofajlardan olduk¢a farkhidir ve bu durum, M2’lerin farkh rollerinin
oldugunun bir gostergesidir. Bu makrofaj ailesi o6zellikle doku tamiri ve
anjiyogenez mekanizmalarinda rol oynarken, anjiyogenezle olan iliskisiyle de
timoriin bliyiime ve gelismesine katkida bulunmaktadirlar. Gelisen timor,
inflamatuvar alanlarda M2 makrofajlar ile birlikte kendilerine kazanilmis bir
bagisiklik edinirler [43].
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Sekil 7: M1 ve M2 Makrofajlar
M1 ve M2 makrofajlar, bulundurduklari yiizey reseptorleri ve gorevlerindeki
farkliliklarnedeniyle birbirlerinden ayrilirlar[43].

Lin ve arkadaslar tarafindan 2001 yilinda yapilan bir ¢calismada; farelerde
makrofaj biliyime faktorii olan CSF-1 (colony stimulation factor-1)’in
ekspresyonunun azalmasiyla birlikte tiimérde TiM yogunlugu oldukca azalmis;
buna bagl olarak da tiimor gelisimi ve metastaz siirecinin geciktigi gézlenmistir.
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Bu veriler TiM’lerin metastaz olusumu igin gerekli olduklarini ayrica
gostermektedir [44].

TIM’ler tarafindan salgilanan VEGF, PDGF, TGF-B ve FGF gibi biiyiime
faktorleri  pro-anjiyogenik  siire¢te  vaskilarizasyonun  arttirilmasiyla
anjiyogenez siirecinde rol almaktadirlar [43, 45]. Ayrica, TIM’ler endotel hiicre
gociinli tesvik eden anjiyogenik faktor timidin fosforilazi da salgilamaktadirlar.
MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-12 gibi proteaz enzimleri de TiM’ler tarafindan
tretilmektedir [46].

2.2.1.4. Miyeloid Kokenli Siipresor Hiicreler (Myeloid Derived Suppressor
Cells ) (MDSC)

MDSC’ler farklilasmanin bir¢cok asamasinda olan heniliz olgunlasmamis
oldukca heterojen hiicrelerdir [47]. Tumoér gelisiminde MDSC havuzunun
genislemesi ile tiimorin ilerleme seviyesi ve metastaz arasinda iliski oldugu
bilinmektedir [48]. MDSC'lerin en 6nemli islevi; timorin immiin sistemden
kagis1 sirasinda immiin baskilayici ve anti-inflamatuvar yanit1 ortaya ¢ikarmak
icin immiin sistemi diizenlenmeleridir [49].

2.2.1.5. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

MMP’lerin, timor gelisiminin karmasik alt yapisini olusturan; hiicre
tutunmasi, goc, epiteliyal-mezenkimal gecis ve anjiyogenez asamalarinda,
sitokin, kemokin ve biiylime faktorlerinin salgilanmasinda goérevleri oldugu
bilinmektedir[50].MMP’ler hiicre dis1 matriks yapisini bozarak hasara
ugratmakta ve timor yayillimi ve metastazinda gorev almaktadirlar [51].
Matriksin proteolizi ile matriks substratlarinin bozulmas: farkli yollarla da
diizenlenmektedir. Kollajen IV ve laminin V’in yariklanmasi tiimor hiicre
biiylimesi, gocli ve anjiyogenez de dahil olmak f{izere bir dizi islemin
baslamasina sebep olmaktadir [52, 53].Invazif(yayilimci) timorlerde, MMP ve
integrinlerin yiiksek diizeyde bulunmalar1 bunlar arasinda bir iliski olduguna
isaret etmektedir [54].

Kaderinlerde MMP’lerin olas1 hedefleridirler. MMP aracili iki hiicre
arasindaki E-kaderin (epiteliyal kaderin) baglantilarinin bozulmasiyla tiimor
hiicrelerinin bu agikliklardan kagisi kolaylasmaktadir [55].Ayrica MMP’ler
tarafindan salgilanan proteolitik enzimler, hiicre dis1 matriks yapisini bozmakta
ve timoriln ¢ok daha kolay metastaza yonlenmesini saglamaktadir. Bu durum
da, tiimorin bulundugu ortama gore agresivitesini degistirmesini kolaylikla
aciklayabilmektedir [50].

MMP’ler EMG’de 3 sekilde iliskilendirilebilirler:

1. Timor mikrogevresinde MMP’lerin yiiksek diizeyde bulunmalari, dogrudan

epitel hiicreleri lizerinde EMG’ye sebep olabilirler (Sekil 8-A).

2. Tiumor hiicreleri, metastaz ve invazyonun kolaylastirilmasi icin daha fazla

MMP salgilanmasini saglayarak EMG’ye sebep olabilirler (Sekil 8-B).

3. MMP diizeyinin arttirilmasi yoluyla stromal hiicrelerin aktivasyonunu

saglayarak tlimor gelisimine yardimci olabilirler (Sekil 8-C) [56].
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EMG’nin yeniden diizenlenmesiyle, tiimor kitlesinden ayrilabilme yetenegi
kazanan timor hiicrelerine, metastaz yapabilmek icin bir ka¢is yolu saglanmis
olmaktadir [56].

Sekil 8: MMP’ler ve EMG diizenlenmesi
MMP’ler EMG'yi diizenleyerek tiimor ilerlemesinde goérev almaktadirlar [56].

2.2.1.6. Doku inhibitér Metalloproteinazlar (Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase) (TIMP)

TIMP’lerin genel gorevleri, MMP baglantili aktiviteler ile proteolitik enzim
aktivitelerinin  diizenlenmesidir ve MMP inhibitorleri olarak da
goriilmektedirler. TIMP’ler, MMP aktivitesini inhibe ederek, hiicre farklilasmasi,
biiylime, goc, istila, anjiyogenez ve apoptoz dahil olmak iizere timor
gelisimindeki bircok biyolojik stirecte gorev almaktadirlar [57] (Sekil 9).
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Sekil 9: MMP, TIMP ve tiim6r olusumu basamaklari
Tiimo6r olusumun farkli basamaklarinda MMP ve TIMP’lerin hiicre tutunmasindaki gérevleri[50].
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2.3. Tumor ve Hiicre Dis1 Matriks

Mikrogevre, kanser ilerlemesinde 6nemli bir diizenleyicidir. Hiicre disi
matriks, mikrocevrenin 6nemli bir bilesenidir ve tiimor hiicreleri ile yakin
temas halindedir [58-60]. Hiicre dis1 matriks, tiimor hiicrelerinin; biiyiime,
hayatta kalma, hareketlilik ve anjiyogenik faktorlerin salinimi igin kaynak
olusturmaktadir. Ayrica, hiicre ylzeyi reseptorleri araciligiyla, hiicre
dongiislinlin ilerlemesi, go¢ ve farklilasma igin gerekli hiicre i¢i sinyal iletim
yolaklarin1 da tetiklemektedir [61, 62]. Tumor hiicreleri ve hiicre disi
matriksarasinda integrin-aracili etkilesimler, tiimo6r hicrelerinin metastaz
potansiyelinde 6nemli rol oynamaktadirlar [60]. Heniiz pasif haldeki tiimor
hiicreleri hiicre dis1 matriks ile gegici baglantilar kurarken; proliferatif hale
gecip metastatik 6zellik kazandiklarinda bu bag oldukga gii¢lenir [60, 63].

Hiicre dis1 matriksin anormal diizenlenmesi ve enzim yapisinin degismesini
saglayan hiicre tipleri arasinda CAF’lar ve immiin sistem hiicrelerine biiyiik
gorev dismektedir [64, 65]. Ayrica, epitel hiicreleri ve mezenkimal kok hiicreler
de dahil olmak tizere bir¢ok hiicre tipi de kanser gelisiminin ge¢ sathalarinda bu
degisime dahil olmaktadirlar [66, 67].

Hiicre dis1 matriks icinde biriken kollajen I ve IV, fibronektin, laminin gibi
hiicre dis1 matriks proteinleri, matriksin yeniden diizenlenmesine ve katepsin,
MMP’ler gibi proteazlarin salinmasina neden olurlar [68]. Bu proteinler kendi
cevreleriyle oldukga iyi iletisim halindedirler ve ¢cevreden gelen sinyallere karsi
oldukca duyarh ve cevap vermeye hazir halde bulunmaktadirlar. Kendi hiicre
yluzey reseptorlerine baglanarak inflamatuvar sitokinleri ve biiyiime
faktorlerinin artisini tetikleyen sinyal yolaklarinin aktivasyonunu saglarlar [69].
Bu protein ailesinin iiyeleri arasinda osteopontin, periostin, tenascin C,
nefronektin gibi proteinler bulunmaktadir [70]. Bu grup proteinler, embriyonik
gelisim doneminde aktif olarak rol alirken, yetiskindeki normal dokularda
aktiviteleri olduk¢a azalmistir. Doku yaralanmasi, doku hasar1 onarimj,
inflamasyon, kanser ve diger kronik hastaliklarda bu proteinlerin yeniden aktif
hale geldikleri goriilmektedir. Tumor gelisiminde fibroblast ve malign
hiicrelerin indiiklemesiyle hiicre disi matriks proteinlerinin varliginda artis
gorilmektedir. Bu da timoriin metastaz yapmasi i¢cin uygun ortam
hazirlamaktadir [69].

Matriseliiler proteinlerin saliniminin bir¢ok tiimoér tipinde degistigi
gosterilmistir.  Ornegin; osteopontin, periostin, tenascin C'nin  gen
ekspresyonunun arttig1 ortaya ¢cikarilmistir [5, 71, 72].

Matriseliiler proteinlerin, bir¢ok reseptor-aracili sinyal yolaklarini
tetikleyerek epiteliyal-mezenkimal gecisin degismesine neden oldugu ve
tetikledigi de bilinmektedir. Bu proteinlerin, bu yolla tiimér hiicresinin go¢ ve
invazyonunu destekledigine dair 6nemli ¢alismalar bulunmaktadir [69].(Sekil
10)
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Sekil 10: Timor Mikrogevresi
EGF ve TGF-Bgibi sitokinlerin salgilanmasindan sonra tiimor mikrogevresi (kalin ok),
matriseliiler proteinlerin farkl sinyal yolaklarini aktive etmesi sonucu ortaya ¢ikan
biyolojik siirecler gosterilmektedir[70].

Doku homeostazinin gelistirilmesi ve devamlilig1 sirasinda hiicre disi
matriks dinamiklerinin 6nemi gz 6ntine alindiginda; hiicre dis1 matriksin nasil
degistigi ve bunun timor olusumu ve ilerlemesi lizerindeki etkilerinin nasil
oldugu bugiin tartisilmas1 gereken 6nemli bir konudur. Hiicre disi matriks;
degisen tiimor hiicre matriks mimarisini, tiimo6r hicrelerinin birbirleriyle
iletisimini kolaylastiran fiziksel degisiklikleriyle bu stirecin en 6nemli parcasidir
[73]. Tlimor mikrogevresindeki hiicre dis1 matriksin degisimi; sadece reseptor-
ligand sinyallerinin olusumunda degil, yogun bir hiicre dis1 matriks aginin
olusumunda da 6nemlidir [70].

2.4. Nefronektin

Nefronektin diger bir adiyla POEM (preosteoblast EGF repeat protein with
MAM domain); 6zellikle gelismekte olan bobrekler ve sa¢ koklerinde goriilen bir
bazal membran proteindir [7]. Bébrek gelisimi basta olmak iizere; kurbagada 6n
ayaktaki erektor pili kasinin ve zebra baliginda da kalbin farklhilasmasinda
gorevli oldugu gosterilmistir [74-77]. Nefronektin; N-terminalinde 5 EGF
(epiteliyal biiytime faktori) benzeri tekrarlar, RGD (arjinin, glisin, asparjin)
sekanslari ve COOH ucunda MAM (Meprin/A5-protein/protein tirozin fosfataz)
bolgeleri olan 3 domainden olusmaktadir [7, 77]. RGD motifine ek olarak, bir
hiicre ylizey reseptori a8f1 integrinin baglanmasi icin kritik olan, bir yardimci
baglanma bolgesine sahiptir [78, 79]. (Sekil 11) Bu iki protein arasindaki

26



baglant1 bobrek gelisimindeki epiteliyal-mezenkimal geciste olduk¢a 6nemli rol
oynamaktadir [80].

Cecr)eer e X EGF XEGF Y X oLy XASN MAM Domain h
erminall

M Terminali

Sekil 11: Nefronektinin kimyasal yapisi.
Nefronektinin kimyasal yapisi. EGF (epiteliyal biiyliime faktorii) benzeri tekrarlar, RGD bdolgesi
(arjinin[ARG], glisin[GLY], asparjin[ASP]) ve MAM (Meprin/A5-protein/protein tirozin fosfataz)
domaini .

Nefronektin, hiicre dis1 matriks proteinlerinden biridir. Tiimoér gelisimi
sirasinda tiimore komsu olan bu matrikste ekspresyonu bilinen bir protein olup
kanser gelisiminde roli olabilecegi fikri ilk olarak Eckhardt ve arkadaslari
tarafindan (2005) ortaya atilmistir. Bu ¢alismada, nefronektin ekspresyonun
metastatik tiimorlerde arttigini gostermislerdir [81].Buna karsin, baska bir
calismada, meme kanserinin metastazi sonrasinda, organlardan elde edilen
metastatik hiicrelerde nefronektinin gen ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir
[5]. Literatiirde, heniiz nefronektinin 6zellikle tlimor ve metastatik alanlardaki
ekspresyonuyla ilgili net bir calisma bulunmamaktadir.

2.5. Proliferasyon Belirteci Ki67

Hiicre proliferasyonundaki artis ve hiicre dongtsiindeki degisiklikler tiimor
gelisiminde oOnemlidir [82]. Tumor hiicreleri olduk¢a proliferatif hiicreler
olduklarindan, proliferasyon belirteci olarak hiicre dongiisiindeki kilit
noktalarda gorevli proteinler kullanilmaktadir. Bunlar; PCNA, p53, Ki67 olarak
belirlenmistir [82].Bunlarin arasinda Ki67, timor proliferasyonunda siklikla
calisilan bir belirtectir [83].

Ki67; 80’lerin basinda Gerdes ve arkadaslar tarafindan farelerin Hodgkin
lenfoma hiicre hatlarinin (L428) immiinize edilmesiyle karakterize edilmis bir
proteindir[84]. 345 ve 395 kDa molekil agirhigina sahip iki izoformu
bulunmaktadir[85, 86]. Ki67, hiicre dongiisi ile baglantili, histon olmayan bir
proteindir. Proliferatif hiicrelerde G1 fazinin ortasinda goriilmeye baslar; S ve
G2 fazlarinda diizeyi artar ve boliinme sirasinda en yiiksek seviyeye gelir [87].

Ki67, saghklh meme dokusunda diisik seviyelerde gozlenmektedir[88].
Buna karsin tiimor hiicrelerinde Ki67 ekspresyonu olduk¢a yogundur ve Ki67
pozitif hiicrelerin oranindaki artis; metastaz i¢in olumlu bir faktérdiir ve timor
hiicrelerinin hayatta kalma oranlarinin arttigini ifade etmektedir[89, 90].
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GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvan Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada kullanilan 4TLM (karaciger metastatik hiicre hatt1), 4THM
(kalp metastatik hiicre hatti) ve 67NR (metastatik olmayan hiicre hatt1) fare
meme kanseri hiicre hatlar1 Dog. Dr. Nuray Erin’den (Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi) temin edildi. Her bir
meme kanseri hiicre hattinda calisilmak tizere 20’ser adet Balb/c irkindan 8
haftalik disi fare Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden saglandh.
Farelere; 4TLM meme kanseri huicre hatti hiicrelerinden 1x105 4THM meme
kanseri hiicre hatti hiicrelerinden 1x10° 67NR meme kanseri hiicre hatti
hiicrelerinden ise 1x10¢ hiicre sayilarak sol meme dokularina ortotopik olarak
enjekte edildi.

Hiicrelerin enjeksiyonundan 15 gin sonra 4TLM, 4THM ve 67NR
hiicreleri enjekte edilen farelerin 10’ ar tanesi sakrifiye edilerek meme
timorleri, akciger ve karaciger dokular1 alindi. Kalan hayvanlar da
enjeksiyondan 28 giin sonra sakrifiye edilerek meme timorleri, akciger ve
karaciger dokulari ¢ikarildi.

Meme tiimorlerinin bir kismi, akciger ve karaciger dokularinin tamami
immiinohistokimyasal inceleme icin rutin 151k mikroskopi takibinden sonra
parafine gomiildi. Meme tiimorlerinin bir kismi1 Western-Blot protokolii i¢in
sivl nitrojene (-196°C) alindu.

3.1.1. Parafine Gomme islemi i¢cin Doku Takibi

Farelerden alinan meme tiimort, akciger ve karaciger dokular1 %10’'luk
formalin fiksatifi icine alinarak 24 saat fikse edildi. Fiksasyondan sonra dokular
2 saat akar suda yikandi. Ardindan, dokular sirasiyla %70, %80, %90’k etil
alkollerde 24’er saat ve %100’llik etil alkolde ise 3 saat tutularak dokulardan
suyun uzaklasmasi saglandi. Ksilol i¢inde li¢ defa iicer dakika bekletilerek
seffaflastirildi. 56°C’ye ayarlanmis etiivde sivi parafin serilerinden gecirilerek
parafin bloklar hazirlandi.

3.1.2. Western Blot Teknigi icin Doku Hazirlanmasi

Farelerden alinan meme tiimor dokusu; Kkriyotiipler icerisinde sivi
nitrojende (-196°C) saklandi. Bu dokular mekanik parcalanmaya tabi tutuldu.
Parcalanan doku 6rnekleri ependorflara alinarak agirliklar: tartildi. 0,2gr doku
basina 600ul lizis tamponu ve 10ul proteaz inhibitér kokteyl eklendi. Dokular
vortekslendi ve sonikator yardimiyla oOrneklerin homojen bir bigimde
parcalanmasi saglandi. 15.000g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi.

28



Siipernatantlar alinip pellet kismi ayrica saklanarak lizatlar hazirlandi.
Hazirlanan lizatlar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.

immiinohistokimya Yontemi

Fare meme tiimort, akciger ve karaciger dokularinda nefronektin ve Ki67
proteinlerinin varligin1 gostermek amaciyla uygulandi.
Kullanilan Soliisyonlar

1X PBS (Phosphate Buffer Saline):
7,2 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (NaHPO4 )(#1.06585.5000; Merck)
0,8 gr Potasyum Hidrojen Fosfat (KH2P04)(#1.05101.1000; Merck)
16 gr Sodyum Kloriir (NaCl )(#1.06400.1000; Merck)
Yukaridaki kimyasallar 2 litre distile su icerisinde ¢oziildii ve pH’s1 2N
NaOH ile pH=7,4 olacak sekilde ayarlandu.
Sitrik Asit Tamponu:
2,1 gr Sitrik asit (CsHs07.H20) (#1.0044.1000; Merck) 900ml distile su
icerisinde ¢6zildu ve pH’s1 2N NaOH ile pH=6,0 olacak sekilde ayarlandi.
Borik Asit Tamponu:
2,1 gr Borik asit (H3BO3) (#1.00162.5000; Merck) 900ml distile su
icerisinde ¢ozilldi ve pH’st 2N NaOH ile pH=7-7,4 olacak sekilde
ayarlandu.

%3’liikk H202 Soliisyonu:
92 ml metanol (CH30H) (#1.06009.2500; Merck) ve 8 ml %35’lik H202
(#1.07961.0100; Merck) karistirilarak sale icerisinde hazirlandu.
Bloklama Solisyonu:Ultra V  Block (#TA-125-UB; Thermo
Scientific/LabVision)
Antikor Diliient Soliisyonu:Antibody Diluent Solution (#ab64211;
Abcam)
Primer Antikor:
Rabbit Anti-Nefronektin Antikoru (#ab64419; Abcam)
Rabbit Anti-Ki67 Antikoru (#ab15580;Abcam)
Sekonder Antikor: Biotinli Anti-Tavsan IgG (kegide iiretilmis) (#BA-
1000; Vector Laboratories)
Streptavidin Peroksidaz Kompleksi: Streptavidin Horseradish
Peroxidase (HRP) (#85-9043; Invitrogen)
Kromojen: Diaminobenzidine tabletleri (#D4168; Sigma)
Mayer’in Hematoksileni: Mayer Hematoksilen (#1.09249.1000; Merck)
Kapatma Soliisyonu: Entellan (#1.07961.0100; Merck)

immiinohistokimya boyamas: icin kesitler 5um kalinlifinda; siiperfrost

(manyetik olarak statik olan) lamlar iizerine alindi. Bu kesitler 56°C’lik ettivde
gece boyu inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kesitlerin 2 defa 10’ar dakika
ksilol ve 5’er dakika azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70)
bekletilmesiyle deparafinize (parafinden kurtarma) olmasi saglandi. Alkol
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serilerinden sonra kesitler 5 dakika distile su icerisinde hidrate (suya indirme)
edildi. Kesitlerden tiimor ve karaciger dokulari, taze hazirlanmis sitrik asit
(pH=6,0) tamponunda 750W’da 5 dakika mikrodalga 1sinimina maruz birakild.
Kesitler mikrodalga uygulamasi sonrasinda oda 1sisinda 20 dakika
sogutulduktan sonra, PBS ile 3 kere 5’er dakika yikandu.

Akciger kesitleri ise taze hazirlanmis borik asit (pH=7-7,4) tamponunda
56°C’lik etiivde gece boyu bekletildi. Ertesi giin kesitler 3 kere 5’er dakika PBS
ile yikandi. Daha sonra, dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi %3’liik H20>
soliisyonu ile oda 1sisinda 15 dakika bekletilerek yok edildi. Kesitler 3 kere 5’er
dakika PBS ile yikandiktan sonra, 6zgiil olmayan baglanimlar1 bloke etmek icin
bloklama soliisyonu ile oda 1sisinda 7 dakika bloklandi. Bloklama sollisyonu
uzaklastirildiktan sonra yikama yapilmadan ayni 6rnek tizerine 1/300 oraninda
diliie edilmis nefronektin antikoru damlatildi. Diger 6rneklerden de negatif
kontrol olanina antikor ile esit oranda Ig (immiinglobulin) icerecek sekilde
hazirlanmis Ig kurumamasi damlatildi. Diger kesitin tizerine de kurumamasi ve
gece boyu inkiibasyonda sorun olmamasi icin PBS damlatildi. Kesitler nemli
muhafaza kutularina alinarak +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda kesitlerdeki soliisyonlar uzaklastirildi. Daha sonra lizerine PBS eklenen
ornek tlizerine bloklama sollisyonu damlatilarak 7 dakika beklendi. Soliisyon
uzaklastirildiktan sonra o6rnek tlizerine 1/500 oraninda diliie edilmis Ki67
antikoru damlatildi. Nefronektinin damlatildig1 6rnek iizerine PBS damlatilarak
kurumamas1 saglandi. Oda 1sisinda 2 saat inkiibasyona birakildi. Primer
antikorlarla inkiibasyon tamamlandiktan sonra kesitler 3 kere 5’er dakika PBS
ile yikandi. Yikama sonrasinda kesitler, 1/400 oraninda diliie edilmis biotin ile
isaretilenmis anti-tavsan sekonder antikorlar: ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra kesitler 3 kere 5’er dakika PBS ile yikandiktan
sonra streptavidin-peroksidaz kompleksi ile 20 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra Kkesitler yine 3 kere 5’er dakika PBS ile yikandi.
Yikamanin ardindan DAB (Diaminobenzidin) substrati damlatilarak enzim
substrat iligkisi sonucunda olusacak olan kahverengi boyanmalar goézlendi.
Mayer’in hematoksileninde zit boyama yapildi. Ornekler daha sonra artan alkol
serilerinden (%70, %80, %90, %100) gecirilerek dehidrate (sudan kurtarma)
edildi, ksilolden gecirildi. Daha sonra kesitler entellan ile kapatildi. Zeiss
Axioplan 151k mikroskobunda timor, akciger ve karaciger dokularinda
nefronektin ve Ki67 proteinlerinin dagilimlar1 ve immunoreaktivite dereceleri
Image | programi kullanilarak degerlendirildi.

3.3. Image ] Analizi

Her bir doku ic¢in ayr1 ayri olarak, 5 farkli hayvandan alinan érneklere
immiinohistokimya boyanmas1 yapildiktan sonra elde edilen preparatlardan
rastgele olarak 10’ar alanin fotograflar: ¢ekilerek Image ] programi yardimiyla
boyanmis kisimlarin tiim alana oranm1 hesaplanarak boyanma ytlzdesi
cikarilmistir.

3.4. Bradford Yontemi ile Protein Miktar:1 Tayini

Kullanilan Soliisyonlar:
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e 1pg/ul BSA
0,1 g stok BSA (10mg/ml) (#A9647; Sigma)
10ml Distile su

Bu soliisyondan 100ul alinarak 900pl distile su ile 1ml’ye tamamlanir.
e Bradford Ayiraci (#1-800-4; BIORAD)

3ml Bradford Reagent
12 ml Distile su

Western-Blot teknigi i¢cin hazirlanan lizatlar -80°C’den c¢ikartild1 ve buz
tizerinde ¢oziinmeleri beklendi. C6ziinen lizatlar vorteks yardimiyla karistirildi.
10000 rpm’de 1 dk siireyle santrifiij edildi ve lizatlar yeniden buz {izerine alind.
Pipet yardimiyla siipernatant kisimlar1 yeni ependorflara aktarildu.

96 kuyucuk iceren tablanin ilk siralar1 okuyucunun daha anlasilir 6l¢iim
yapabilmesi i¢in bos birakildi. Her bir lizat icin ikinci siranin ikinci
kuyucugundan baslanarak asagi dogru her kuyucuga 1pg/ul BSA’dan 1, 3,5, 7, 9,
11, 13, 15ul koyuldu. Ayni kuyucuklara lizatlardan da 1pl 6rnek koyuldu. Her
kuyucuga 100pl bradford ayiraci eklenerek ornekler 6lciim igin hazir hale
getirildi.

Multiscan spectrum yardimiyla 595nm’de 6l¢iim yapildi. Cikan sonuclar
Microsoft Office Excel programina yazildi. BSA’lardan alinan degerler X ekseni;
konsantrasyonlar ise Y ekseni olacak sekilde veriler diizenledi ve grafik cizildi.
Elde edilen grafigin egim formiiliine goére lizatlardaki protein miktarlari
hesaplandi. Western-Blot protokolli icin, her 6rnekte esit miktarda protein
olacak sekilde hesaplamalar yapild.

3.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve immun Blot
Farelerden elde edilen 67NR, TLM ve THM tiumorlerinde; nefronektin ve
Ki67 proteinlerinin ekspresyon miktarlarini belirlemek ve semikantitatif olarak
protein seviyelerini karsilastirmak i¢in uygulandi.
Kullanilan Soliisyonlar:
e Lizis Tampon Soliisyonu (Lysis Buffer):
0,1 M Tris
0,6gr Tris (#1.08387.2500; Merck) 40 ml distile suda ¢oziildi. pH 7,4’e
ayarlandi. Son hacim distile su ile 50 ml’'ye tamamlandi.
Sodyum-ortovanadate
0,184 gr Na-orthovanadate (#L4390; Sigma), 10 ml Tris (pH:10) (0,1M
tris:0,6gr/50ml) ile ates tizerinde ¢oziildii.
e Proteaz inhibitér Kokteyli (#P8340; Sigma)
¢ %30 Akrilamid-Bisakrilamid:
e 154 gr 37,5:1 oranindaki akrilamid-bisakrilamid(#161-01-25; Biorad)
40ml distile suda ¢oziildi.
e 4X Tris-HCl/SDS pH=8,8:
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6,05 gr Tris (#1.08387.2500; Merck) 40 ml distile su icerisinde ¢oziildii.
pH 6,8’e ayarlandi. Ardindan distile su ile toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandi. Son olarak 0,4 gr SDS (#161-0301; Biorad) eklend.i.
e 4XTris-HCl/SDS pH=6,8:
18,15 gr Tris (#1.08387.2500; Merck) 40 ml distile su icerisinde ¢oziildu.
pH 8,8’e ayarlandi. Ardindan distile su ile toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandi. Son olarak 0,4 gr SDS eklendi.
¢ %10’luk Amonyum Persiilfat (APS):
0,1 gr APS (#7727-54; Amresco) 1 ml distile su icerisinde ¢oziildii.
e N,N,N”",N"”-Tetramethylethylenediamidine(TEMED)(#T-7024; Sigma)
e 9%10’luk Tris-HCl Jel
Ayristirici (Seperating)]el:
5,00 ml %30 akrilamid-bisakrilamid
3,75 ml 4X tris-HCl/SDS, pH:8,8
6,25 ml distile su

Yukaridaki soliisyonlar 15ml’lik falkon igerisinde Kkaristirildi ve
pipetleyerek karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyonu saglayacak
olan;

0,05 ml %10’luk APS

0,01 ml TEMED

soliisyonlar: eklendi. Seri bir sekilde pipetleme yapildi ve jel karisimi cam plaka
arasina dokiildi. Yaklasik 45 dakika oda 1s1sinda donmaya birakildi.

Toplayici (Stacking) Jel:

650 pl %30 akrilamid-bisakrilamid
1250 pl 4X tris-HCI/SDS, pH:6,8
3030 pl distile su

Yukaridaki soliisyonlar 15ml'lik falkon igerisinde Kkaristirildi ve
pipetleyerek karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyonu saglayacak
olan;

25 ul %10’luk Amonyum-persiilfat (APS)

5 ul TEMED

sollisyonlar: eklendi. Seri bir sekilde pipetleme yapildi ve jel karisimi cam plaka
arasina dokiildii. Yaklasik 30 dakika oda 1sisinda donmaya birakildi.
e  %5’lik Tris-HCI Jel
Ayristirici (Seperating)]Jel:
2,50 ml %30 akrilamid-bisakrilamid
3,75 ml 4X tris-HCl/SDS, pH:8,8
8,75 ml distile su
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Yukaridaki soliisyonlar 15ml’lik falkon igerisinde Kkaristirildi ve
pipetleyerek karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyonu saglayacak
olan;

0,05 ml %10’luk APS

0,01 ml TEMED

soliisyonlar: eklendi. Seri bir sekilde pipetleme yapildi ve jel karisimi cam plaka
arasina dokiildi. Yaklasik 45 dakika oda 1sisinda donmaya birakildi.
Toplayici (Stacking) Jel:

650 pl %30 akrilamid-bisakrilamid
1250 pl 4X tris-HCI/SDS, pH:6,8
3030 pl distile su

Yukaridaki soliisyonlar 15ml'lik falkon igerisinde Kkaristirildi ve
pipetleyerek karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyonu saglayacak
olan;

25 ul %10’luk Amonyum-persiilfat (APS)
5 ul TEMED

sollisyonlar1 eklendi. Seri bir sekilde pipetleme yapildi ve jel karisimi cam plaka
arasina dokiildii. Yaklasik 30 dakika oda 1sisinda donmaya birakildi.

¢ 5X Elektroforez Yiiriitme Soliisyonu:

9 gr Tris

43,2 gr Glisin (#5.00190.1000; Merck)

3 gr SDS

600 ml distile su igerisinde ¢oziildu. pH 8,3-8,6 olmalidir.

1X Elektroforez Yiiriitme Solliisyonu

5X stok soliisyondan 140 ml alind1 ve 560 ml distile su ile 700 ml'ye
tamamlandi.

e Transfer Tampon Soliisyonu (Blotting Buffer):
3 grTris
14,3 gr Glisin

800 ml distile su icerisinde ¢oziildii. pH7,8-8 arsinda olmalidir. Soliisyona
daha sonra 200 ml metanol (#1.06009.2500; Merck) eklendi. +4°C’de
sogutularak kullanild.

e 10X Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffer Saline-PBS) Soliisyonu

36 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO4 )(#1.06585.5000; Merck)

4 gr Potasyum Hidrojen Fosfat (KH2P04)(#1.05101.1000; Merck)

80 gr Sodyum Kloriir (NaCl )(#1.06400.1000; Merck)

1 litre distile su icerisinde ¢oziildii. pH 7,4’e ayarlandu.

1X Fosfat Tamponlu (Phosphate Buffer Saline-PBS)-Tween 20 Soltisyonu
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100 ml 10X PBS soliisyonuna 900 ml distile su eklenerek 1X PBS
hazirlandi. Daha sonra 1 litre 1X PBS’e 1 ml Tween-20 (#8.22184.0500; Merck)
eklenerek PBS-T calisma soliisyonu elde edildi.

¢ Bloklama Soliisyonu: %1°lik Bovine Serum Albumin (BSA)

1 gr BSA 100 ml PBS-T icerisinde ¢oziilerek hazirlandu.
¢ Chemiluminescent Soliisyonu(#WBLUC0500; Millipore)

Calisilacak olan nefronektin ve internal kontrol olarak kullanilacak olan Beta
aktin (-actin) proteinlerinin kilo daltonuna uygun olarak %10’luk Tris-HClI jeli;
Ki67 proteinin kilo daltonuna uygun olarak da %>5’lik Tris-HCI jeli hazirlandi.
Her bir 6rnekte esit miktarda protein olacak sekilde distile su, 6rnek ve laemli
soliisyonu (Sample Buffer 2X, Laemli Electrophoresis Reagent, #S5-3401; Sigma)
oranlariile esitlenerek 5 dakika 100°C'de kaynatildi. Her kuyucuga 20
mikrolitre 6rnek, protein miktarlar: esit olacak sekilde yiiklendi. Protean Tetra
Cell, Mini Trans Blot Modiil (#165-8033; Biorad) tankinin icine yerlestirildi.
Yiriitme sollisyonu eklenerek tank giic kaynagina baglandi. Proteinler giic
kaynagi araciligl ile 80 Voltta 2-2,5 saat elektroforez edildi.

Elektroforezin ardindan jeldeki proteinlerin PVDF (polivinilidin difloriir)
(#ISEQ00010; Millipore) membrana ge¢mesi i¢in immunoblotlama yapildi.
Oncelikle PVDF membran metanolde 10-15 saniye bekletildi. Daha sonra PVDF
membran, listte ve altta licer adet filtre kagidi1 ve birer siinger olacak sekilde
sandvi¢ bigiminde hazirlandi. Jelde ytrttiilen proteinler, hazirlanan sandvigde
PVDF membranin iizerine alinarak tekrar mini ptrotean III sistemindeki
transfer tanki icerisine alindi. Transfer tankina, transfer soliisyonu eklenerek
+40oC’'de gece boyu  proteinlerin membrana transfer olmasi sagland.
Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra, membran oda 1sisinda PBS-T
solisyonu ile yikandi. Ardindan yine PBS-T ile hazirlanan bloklama
soliisyonunda (%1’lik BSA) ile oda 1sisinda 2 saat bloklandi. Membranlar;
1/1000 oraninda %1’lik BSA’da hazirlanmis nefronektin, 1/4000 oraninda
%1’lik BSA’da hazirlanmis Beta aktin ve 1/1000 oraninda %1’lik BSA’da
hazirlanmis Ki67 primer antikorlari ile gece boyu, +4°C’de, karistirici tizerinde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, oda 1s1sinda PBS-T ile 45 dakika boyunca
15’er dakikada bir PBS-T yenilenerek yikama yapildi. Membranlar; 1/4000
oraninda %1’lik BSA’da hazirlanmis HRP-isaretli anti-tavsan IgG sekonder
antikor ile oda 1s1sinda, karistirici iizerinde 1,5 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan tekrar oda 1sisinda PBS-T ile 45 dakika boyunca onbeser dakikada bir
PBS-T yenilenerek yikama yapildi. Membranlar; chemiluminisans substrat
sistemi ile 3 dakika inkiibe edildikten sonra karanlik oda igerisinde filme
(#A10241 032 2; Kodak) aktarildi. Goriintiileme i¢in, Konica Minolta SRX-101A
cihaz1 kullanildi. Film cihaz vasitasiyla gelistirici (#175 7314; Liford) ve tespit
(#198 4565; Liford) soliisyonlarindan gecirildi ve distile su ile yikanip
kurutuldu.
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BULGULAR

67NR, 4TLM ve 4THM hiicre hatlarinin ortotopik olarak farelere
enjeksiyonu sonrasinda; 12 ve 25. giinlerde elde edilen primer tiimor, akciger ve
karaciger dokularinda nefronektin ve Ki67 i¢in immiinohistokimya ve western
blot teknikleri uygulandi.

4.1. Immiinohistokimya Bulgular:

3 hiicre hattinda (67NR, 4TLM ve 4THM) 12 ve 25. giinlerde elde edilen
primer tiimor, karaciger ve akciger dokularinda immiin boyanmalar ayr ayri
degerlendirildi.

4.1.1. Primer Tiimér immiin Boyanmalari

67NR, 4TLM ve 4THM primer timorlerinde 12 ve 25. gilinlerde
nefronektin ve Ki67 immiin boyanmalar1 degerlendirildi.

12. giinde 67NR enjekte edilen farelerin tiimorleri heniiz ¢ok kiigiik
oldugundan bu timorler degerlendirilemedi. 4TLM ve 4THM gruplarinin
immiin boyanmalarinda 4THM grubu primer timorlerinde nefronektin
boyanmasinin daha yogun oldugu gozlendi. Ki67 proteininin ise 4TLM
grubunun tiimorlerinde daha yogun lokalize oldugu gorildi (Sekil 12).
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Sekil 12: 12 giinliik metastazdan sonra elde edilen primer tiimorlerde nefronektin ve Ki67 immiin
boyanmasi. Olcek 50um.

12 giinliik metastaz sonucu elde edilen primer tiimorlerde nefronektin ve
Ki67 proteinlerinin immiinohistokimya metodu sonucu elde edilen boyanma
yogunluklar1 Image ] programi kullanilarak her hiicre hatti icin 5 farkli primer
timor oOrneginden 10 alanin rastgele fotograflanmasiyla degerlendirildi.
Nefronektin proteini i¢in yogun boyanmanin 4THM tiimoérlerinde oldugu ve
sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) gozlendi (Sekil 13-A).
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Ki67 proteini immiin boyanmalar1 degerlendirildiginde ise 4TLM
grubunun primer tlimorlerinde 4THM grubuna gore daha yogun Ki67
boyanmasinin istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli oldugu belirlendi (Sekil 13-
B).
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Sekil 13: 12 giinliikk metastaz sonucu elde edilen primer tiimoérlerde nefronektin (A) ve Ki67 (B)
proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarinin karsilastirilmasi.

Tumor enjekte edildikten 25 gilin sonra sakrifiye edilen farelerde de
nefronektin immiin reaksiyonunun, 4THM primer tiimoérlerinde, 67NR ve 4TLM
primer tiimorlerine oranla daha yogun lokalize oldugu gézlendi. 4TLM ve 67NR
primer timorlerinde nefronektin immiin reaksiyonlar1 arasinda bir fark
gorilmedi. Ki67 ise; 67NR ve 4TLM primer tiimorlerinde yogun olarak ekspre
olmasina ragmen, 4THM primer tiimoérlerinde daha az ekspre oldugu gozlendi
(Sekil14).
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Sekil 14: 25 giinliik metastazdan sonra elde edilen primer timorlerde nefronektin ve Ki67 immiin
boyanmasi. Olgek 50um.

25 gilinliik metastaz sonucu elde edilen primer tiimorlerde nefronektin ve
Ki67 proteinlerinin immiinohistokimya metodu sonucu elde edilen boyanma
yogunluklar1 Image ] programi kullanilarak her hiicre hatti icin 5 farkli primer
timor orneginden 10 alanin rastgele fotograflanmasiyla degerlendirildi.
Nefronektin proteini icin 67NR, 4TLM ve 4THM primer tiimorlerinde en yogun
boyanmanin 4THM tiimoérlerinde oldugu, 67NR ve 4TLM tiimorlerinde boyanma
siddetinin ise birbirlerine yakin oldugu belirlendi. Istatistiksel olarak 67NR ve
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4THM primer timorleri ile 4TLM ve 4THM primer timodrleri arasindaki
farkliligin da (p<0,05) anlaml oldugu goézlendi. Buna karsin 67NR ve 4TLM
primer timorleri arasindaki nefronektin diizeyi arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05) (Sekil15-A).

Ki67 proteini immiin boyanmalar1 degerlendirildiginde, en yogun
boyanmanin 4TLM tiimorlerinde oldugu, en az boyanma yogunlugunun da
4THM tiimérlerinde oldugu gozlendi. Istatistiksel olarak 67NR, 4TLM ve 4THM
primer tiimorleri arasindaki Ki67 protein diizeyi farkliliginin anlamh oldugu
(p<0,05) belirlendi (Sekil15-B).
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Sekil 15: 25 giinliikk metastaz sonucu elde edilen primer tiimorlerde nefronektin (A) ve Ki67 (B)
proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarinin karsilastirilmasi.

4TLM hiicre hatti enjekte edilen hayvanlardan alinan tiimérlerde 12 ve
25 gilinliik metastaz stireglerinde nefronektin proteininde 25. giinde, 12. gline
gore azalma oldugu bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(p<0,05) (Sekil 16-A) . Ancak Ki67 proteinin ekspresyonu degerlendirildiginde
25. giinde 12. giine gore azaldig1 ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml
olmadig (p>0,05) gozlendi (Sekil 16-B).
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ekil 16: ticre hattindan elde edilen primer timorlerde 12 ve 25. giinlerde nefronektin (A) ve Ki
kil 16: 4TLM hiicre h dan elde edil i limorlerde 12 ve 25. giinlerd fronektin (A) ve Ki67
(B) proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarinin karsilastirilmasi.

4THM hiicre hatt1 enjekte edilen hayvanlardan alinan tiimoérlerde 12 ve
25 glinliik metastaz siireclerinde hem nefronektin, hem de Ki67 proteinlerinde
25. glinde, 12. gline gore azalma oldugu bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml
oldugu bulundu (p<0,05) (Sekil17 A-B).
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Sekil 17: 4THM hiicre hattindan elde edilen primer tiimoérlerde12 ve 25. giinlerde nefronektin (A) ve Ki67
(B) proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarinin karsilastirilmasi.

4.1.2. Karaciger immiin Boyanmalari
4TLM ve 4THM gruplarindan 12 giin ve 67NR, 4TLM ve 4THM

gruplarindan da 25. giinlin sonunda alinan karacigerlerde nefronektin ve Ki67
immiin boyanmalar1 degerlendirildi.

12. glin immiin boyanmalar1 sonucunda 4THM grubunda nefronektin
boyanmasinin daha yogun oldugu gozlendi. Ki67 boyanmasinin ise 4TLM
grubunda daha yogun oldugu gozlendi (Sekil 18). Kontrol gruplarinda ise
herhangi bir immiinoreaktiviteye rastlanmadi.
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Sekil 18: 12 giinliik metastazdan sonra elde edilen karacigerlerde nefronektin ve Ki67 immiin boyanmasi.
Olgek 50pum.

12 giinliik metastaz sonucu elde edilen karacigerlerde nefronektin ve
Ki67 proteinlerinin immiinohistokimya metodu sonucu elde edilen boyanma
yogunluklari Image ] programi kullanilarak her hiicre hatti i¢in 5 farkli karaciger
orneginden 10 alanin fotograflanmasiyla degerlendirildi. Nefronektin proteini
icin 4TLM ve 4THM gruplarn arasinda en yogun boyanmanin 4THM
karacigerlerinde oldugu gozlendi. Istatistiksel olarak 4TLM ve 4THM
karacigerleri arasindaki nefronektin diizeyi farkliliginin anlaml oldugu
(p<0,05) belirlendi (Sekil 19-A). Aymi islem Ki67 immiinoreaktivitesi i¢in de
yapildi ve immiinoreaktivitenin (p<0,05) diizeyinde anlamli oldugu belirlendi
(Sekil 19-B).
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Sekil 19: 12 giinliik metastaz sonucu elde edilen karacigerlerde nefronektin (A) ve Ki67 (B) proteinlerinin
immiin boyanma yogunluklarinin karsilagtirilmasi.
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Timor enjekte edildikten 25 giin sonra sakrifiye edilen farelerden alinan
karaciger dokularinda nefronektin ekspresyonunun tiimoriin metastaz yaptigi
alanlarda goriilmedigi tespit edildi. 67NR’de oldukca yogun sekilde ekspre
olurken 4TLM ve 4THM gruplarinda daha az immiinoreaksiyon gozlendi. Ki67
ekspresyonu metastatik alanlarda yogun olarak gézlenmekteydi. Buna gore
4TLM’de daha yogun gozlenen reaksiyon,67NR’de ise eser miktardaydi (Sekil
20).
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Sekil 20: 25 giinliikk metastazdan sonra elde edilen karaciger dokusunda nefronektin ve Ki67 immiin
boyanmalar1. Olgek 50um.
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25 gilinliilk metastaz sonucu elde edilen karacigerlerde nefronektin ve
Ki67 proteinlerinin immiinohistokimya metodu sonucu elde edilen immiin
reaksiyonlar1 Image ] programi ile degerlendirildi. Nefronektin proteini icin
67NR, 4TLM ve 4THM gruplarinda en yogun boyamanin 67NR karacigerlerinde
oldugu, 4THM grubunda ise 4TLM grubuna goére daha az boyanma siddetinin
oldugu gozlendi. Istatistiksel olarak 67NR, 4TLM ve 4THM Kkaracigerleri
arasindaki nefronektin dilizeyindeki farkliiginin anlamli oldugu (p<0,05)
belirlendi (Sekil 21-A).

67NR, 4TLM ve 4THM gruplarn arasindaki Ki67 yogunluk farkinin da
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) gozlendi (Sekil21-B).
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Sekil 21: 25 giinlik metastaz sonucu elde edilen karacigerlerde nefronektin (A) ve Ki67(B)
proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarini karsilastiran grafik.

4TLM hiicre hatt1 enjekte edilen hayvanlardan alinan karacigerlerde 12
ve 25 giinliik metastaz siire¢lerinde nefronektin proteininde 25. glinde, 12. giine
gore azalma oldugu ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu
(p<0,05) (sekil22-A). Ayrica Ki67 proteinin ekspresyonu degerlendirildiginde
ise 12. giinde 25. giine gore azaldig1 gozlendi ve bu azalmanin da istatistiksel
olarak anlaml oldugu (p<0,05) goézlendi (Sekil 22-B).
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Sekil 22: 4TLM hiicre hattindan elde edilen karacigerlerde 12 ve 25. giinlerde nefronektin (A) ve Ki67 (B)
proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarinin karsilastirilmasi.
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4THM hiicre hatt1 enjekte edilen hayvanlardan alinan karacigerlerde 12
ve 25 giinlik metastaz stireglerinde nefronektin proteininde 4TLM’ye benzer
Sekilde; 25. giinde, 12. giine gore azalma oldugu ve bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,05) (Sekil 23-A). Ayrica Ki67 proteininin
ekspresyonu degerlendirildiginde ise; 12. giinde 25. giine gore azalma
gozlendigi ve bu azalmanin da istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05)
gozlendi (Sekil 23-B).
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Sekil 23: 4THM hiicre hattindan elde edilen karacigerlerde 12 ve 25. giinlerde nefronektin (A) ve Ki67 (B)
proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarinin karsilastirilmasu.

4.1.3. Akciger Immiin Boyanmalari

67NR, 4TLM ve 4THM 12 ve 25. giinlerin sonunda alinan gruplarindan
alinan akcigerlerde nefronektin ve Ki67 immiin boyanmalar1 degerlendirildi.

12. giin immin boyanmalarinda 4THM grubunun akcigerlerinde
nefronektin boyanmasi daha yogun gozlendi. Bunun tersine, Ki67
immiinoreaktivitesi 4TLM grubunda daha yogundu (Sekil 24).
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Sekil 24: 12 giinliik metastazdan sonra elde edilen akciger dokusunda nefronektin ve Ki67 immiin
boyanmalari. Olgek 50um.

12 gilinliik metastaz sonucu elde edilen akcigerlerde nefronektin ve Ki67
proteinlerinin immiinohistokimya metodu sonucu elde edilen boyanma
yogunluklar1 Image ] programi kullanilarak her hiicre hatti icin 5 farkh akciger
orneginden 10 alanin fotograflanmasiyla degerlendirildi. Istatistiksel olarak



4TLM ve 4THM akcigerleri arasindaki nefronektin ve Ki67 diizeylerindeki
farkliliginin anlamh oldugu (p<0,05) belirlendi (Sekil 25 A-B).
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Sekil 25: 12 giinliik metastaz sonucu elde edilen akcigerlerde nefronektin (A) ve Ki67 (B) proteinlerinin
immiin boyanma yogunluklarini karsilastiran grafik.

Tiimor enjekte edildikten 25 giin sonra sakrifiye edilen farelerden alinan
akciger dokularinda nefronektinin, 67NR grubunda olduk¢a yogun ekspre
oldugu gozlenirken, 4TLM ve 4THM gruplarinda, 6zellikle metastazin yogun
gozlendigi alanlarda, az yogunlukta bulundugu goézlendi. Ki67’'nin ise; 67NR
grubunda 4THM ve 4TLM gruplarina oranla daha az ve zayif ekspre oldugu
gozlendi (Sekil 26).
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Sekil 26: 25 giinlik metastazdan sonra elde edilen akciger dokusunda nefronektin ve Ki67 immiin
boyanmasi. Olgek 50um.

25 giinliik metastaz sonucu elde edilen akcigerlerde nefronektin ve Ki67
proteinlerinin immiinohistokimya metodu sonucu elde edilen boyanma
yogunluklar1 Image ] programi ile degerlendirildi. Nefronektin proteini i¢in
67NR, 4TLM ve 4THM akcigerlerinde en yogun boyanmanin 67NR
akcigerlerinde oldugu, 4TLM ve 4THM akcigerlerindeki boyanma siddetinin
birbirlerine ¢cok yakin oldugu belirlendi. Istatistiksel olarak 67NR ile 4TLM ve
4THM akcigerleri arasindaki farkliligin anlaml oldugu (p<0,05); 4TLM ve 4THM
akcigerleri arasindaki farkliligin ise anlamli olmadig1 (p>0,05) gozlendi (Sekil
27-A).

Ki67 proteinin icin 67NR, 4TLM ve 4THM karacigerlerinde en yogun boyanma
siddetinin 4TLM grubunda oldugu, en az boyanma siddetinin de 67NR grubunda
oldugu gozlendi. Istatistiksel olarak 67NR, 4TLM ve 4THM primer tiimorleri
arasindaki farkliligin anlamli oldugu (p<0,05) belirlendi (Sekil27-B).
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Sekil 27: 25 giinliik metastaz sonucu elde edilen akcigerlerde nefronektin (A) ve Ki67 (B) proteinlerinin
immiin boyanma yogunluklarini karsilastiran grafik.

4TLM hiicre hatt1 enjekte edilen hayvanlardan alinan akcigerlerde 12 ve 25
glinliik metastaz siireclerinde nefronektin proteininde 25. giinde, 12. gline gore
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azalma oldugu ama bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gorildi
(p>0,05) (Sekil28-A). Ki67 proteininin ekspresyonu degerlendirildiginde ise; 12.
glinde 25. giine gore azalma gozlendigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamh
oldugu (p<0,05) gozlendi (Sekil 28-B).
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Sekil 28: 4TLM hiicre hattindan elde edilen akcigerlerde 12 ve 25. gilinlerde nefronektin (A) ve Ki67 (B)
proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarinin karsilastirilmasu.

4THM hiicre hatt1 enjekte edilen hayvanlardan alinan akcigerlerde 12 ve 25
ginlik metastaz silireclerinde nefronektin proteininde 25. giinde, 12. giine gore
azalma oldugu bu azalmanin da istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p<0,05)
(Sekil 29-A). Ki67 proteininin ekspresyonu degerlendirildiginde ise; 12. giinde, 25.
gline gore azalma gozlendigi ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
(p>0,05) gozlendi (Sekil 29-B).
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Sekil 29: 4THM hiicre hattindan elde edilen akcigerlerde 12 ve 25. giinlerde nefronektin (A) ve Ki67 (B)
proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarinin karsilastirilmasi.

4.2. Western Blot Bulgular

4.2.1. Primer Tiimorlerde Nefronektin Ekspresyonu

4TLM ve 4THM tiimoér hiicre hatlarindan elde edilen 12 ve 25 giinlik
tiimorlerde ve 67NR hiicre hattindan elde edilen 25 giinliik timorlerde nefronektin
ekspresyonlari degerlendirildi.
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12 giinlik tiimor gelisimi sonrasinda 4TLM hiicre hattinda nefronektin
ekspresyonunun 4THM grubuna gore azaldig1 gozlendi (Sekil 30-A). Bu azalmanin
istatistiksel olarak da anlamli oldugu (p<0,05) belirlendi (Sekil 30-B).
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Sekil 30: 12 giinliikk 4TLM ve 4THM primer tiimorlerde nefronektin ve beta aktin protein bantlar1 (A) ve
4TLM ve 4THM tiimorlerde nefronektin ekspresyon diizeylerinin karsilasmasini gosteren grafik

(B).

25 giinliik timor gelisimi sonrasinda ise 67NR ve 4TLM hiicre hatlarinda
nefronektin ekspresyonunun; 4THM grubuna gore azaldig1 goruldi (sekil 31-A). Bu
azalmanin 4THM ve 4TLM gruplar arasinda istatistiksel olarak da anlamli oldugu;
ancak 67NR grubundaki azalmanin diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamlilik
gostermedigi (p>0,05) bulundu (Sekil 31-B).
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Sekil 31: 25 giinliik 4TLM, 4THM ve 67NR primer tiimorlerinde nefronektin ve beta aktin protein bantlar1
(A) ve 4TLM, 4THM ve 67NR tiimoérlerinde nefronektin ekspresyon diizeylerinin karsilasmasini
gosteren grafik (B).

4.2.2. Primer Tiimorlerde Ki67 Ekspresyonu

4TLM ve 4THM tiimoér hiicre hatlarindan elde edilen 12 ve 25 giinlik
timorlerde ve 67NR hiicre hattindan elde edilen 25 gilinliik tiimoérlerde Ki67
ekspresyonlar1 degerlendirildi.

12 glnlik timor gelisimi sonrasinda 4THM hiicre hattinda Ki67
ekspresyonunun; 4TLM grubuna gore azaldig1 goruldi (Sekil 32-A). Bu azalmanin
istatistiksel olarak da anlaml oldugu (p<0,05) bulundu (Sekil 32-B).
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Sekil 32: 12 giinliik 4TLM ve 4THM primer tiimdrlerde Ki67 ve beta aktin protein bantlar1 (A) ve 4TLM ve
4THM tiimorlerde Ki67 ekspresyon diizeylerinin karsilasmasini gosteren grafik (B).

25 glinliik timor gelisimi sonrasinda ise 67NR ve 4THM hiicre hatlarinda Ki67
ekspresyonunun; 4TLM grubuna gore azaldig1 goriildi (Sekil 33-A). Bu azalmanin
4THM ve 4TLM gruplar arasinda ve 4THM ve 67NR gruplar arasinda istatistiksel
olarak da anlamli oldugu; ancak 67NR ve 4TLM grubundaki azalmanin ise istatistiksel
olarak anlamhlik gostermedigi (p<0,05) bulundu (Sekil 33-B).
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Sekil 33: 25 giinliik 4TLM, 4THM ve 67NR primer tiimoérlerinde Ki67 ve beta aktin protein bantlar1 (A) ve
4TLM, 4THM ve 67NR tiimorlerinde Ki67 ekspresyon diizeylerinin karsilasmasini gésteren grafik
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TARTISMA

Meme kanseri; kadinlarda 6liime en ¢ok sebebiyet veren kanser tipidir
[91]. Meme kanseri hiicrelerinin malignite 6zelligi kazanmas1 ve metastaz
yapma egilimi de hastaligin ve tedavinin seyrini degistiren 6nemli bir faktordiir
[92].

Tiimo6r hiicrelerinin metastaz siirecindeki ilk adimi bulunduklar
bolgedeki normal doku mimarisini bozup kendilerine yer edinmektir. Epiteliyal-
mezenkimal gecisin yeniden dilizenlenmesiyle metastaz i¢cin uygun ortam
saglanmis olur [92]. Bu diizenlenmede hiicreler arasi baglanti molekiilleri ve
hiicre dis1 matriks elemanlarinin formasyonunun degismesi ya da kaybi soz
konusudur [93]. Hiicre dis1 matriks elemanlarinin kaybinin metastazi tesvik
ettigi onceki calismalarda belirtilmistir [94, 95]. Calismamizda da bir hiicre disi
matriks proteini olan nefronektinin rolii, Erin N. ve arkadaslarinin metastatik
tiimorlerde nefronektin gen ekspresyonunu diisiik bulmalar1 fikrinden yola
cikilarak planlanmistir [5]. Kullandigimiz hiicre hatlarindan 4TLM'nin 4THM’ye
gore daha metastatik olmasi nedeniyle hem bu 2 hiicre hattinin bulgular1 hem
de metastatik yetenekte olmayan 67NR hiicre hattinin bulgulan
kiyaslanmaktadir [96].

Sonuglarimiza gore, nefronektin, 67NR hiicre hattindan elde edilen
dokularda 4TLM ve 4THM hiicre hatlarindan elde edilen dokulara gore da fazla
yukse diizeyde ekspre olmaktadir. Nefronektin bir adezyon molekiili
oldugundan tiimor agresif karakter kazanip metastaz tetiklediginde bu ve diger
baglanti komplekslerini kopartip daha kolay invaze olacaktir. Dolayisiyla en
agresif hiicre hattimiz olan 4TLM’de nefronektin ekspresyonunun dismesi
timorin kendine yer edinmesiyle agiklanabilir [96]. Sonuglarimizda
gordiiglimiiz 4TLM hiicre hattinin primer tiimorlerindeki nefronektin
proteininde azalma literatiirle uyum gostermekte ve nefronektinin metastaz
stirecinde etkin bir molekiil olabilecegini diistindiirmektedir.

Proliferasyon belirteci Ki67’nin; 4TLM hiicre hattindan elde edilen
tlimorlerde, metastatik olan 4THM ve metastatik olmayan 67NR hiicre hatlarina
gore daha yogun lokalize olmasi yine literatiirle ortiisen bir bulgudur [96].

Metastatik karakterde olmayan, ancak ytliksek tiimorojenik karakterde
oldugu bilinen 67NR hiicre hattinda, 4THM hiicre hattina goére daha yogun
goriilen Ki67 ekspresyonu; bize tlimoriin metastatik yetenekte olmasa bile
bulundugu yerde timor Kkitlesini genisletebilmek amaciyla proliferatif karaktere
biirtindigiini agiklamaktadir [97-99].
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12. giinde hayvanlardan alinan dokularda nefronektin ekspresyonu 25.
giine gore daha fazla olarak bulundu. 12. giinde tiimor biiytkligi 25. giine gore
daha azdir ve 12. giinde tiimor hiicreleri heniiz metastatik olarak ¢ok aktif
degildirler. Ancak her iki zaman diliminde de nefronektin ekspresyonunun
4THM hiicre hatti enjekte edilen primer tiimorlerde daha yogun gézlenmesinin
sebebi bu hiicre hattinin 4TLM’ye nazaran daha az agresif olmasiyla
aciklanabilir. Bu durum, 4TLM hiicreleri enjekte edilen primer tiimoér alaninda
yer alan hiicrelerin metastaz basamaklarina baslayip EMG’yla hiicre disi
dinamikleri etkileyip bozdugunun da bir isareti olabilir. Lu P. ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada hiicre disi matriksin timor gelisim siiresince yeniden
diizenlendigini ortaya c¢ikaran bulgulari bizim bulgularimizla o6rtiismektedir
[73]. Ki67 ekspresyonunun da 25. giinde daha yogun gozlenmesi timorin
proliferasyona yonelik yeteneklerinin arttigina isarettir.

Meme kanserinin yogun olarak akciger ve karacigere metastaz yapma
ozelligi oldugundan, tiimorlii hayvanlarin akciger ve karacigerleri de ¢ikartilip
nefronektin ve Ki67 bakimindan degerlendirilmistir. Buna goére; metastazin
yogun olarak goruldigu karacigerde, 4TLM ve 4THM timori enjekte edilen
hayvanlarin karacigerlerinde metastazin siddetine de bagh olarak nefronektin
ekspresyonunun azaldig1 goriilmiistiir. Bu ekspresyon siddeti 25. giinde daha da
diisiik bulunmustur. Bu durum, dokunun kendini koruyamamasi ve hiicre disi
alaninin malign hiicrelerin istilasiyla bozulmasi seklinde agiklanabilir. Bu durum
metastatik alanlarin net olarak gozlendigi akciger ve karacigerde bu bolgelerde
nefronektin ekspresyonunun kaybolmasiyla desteklenmektedir. Aslinda tiim
bunlar, malign bir tiimoriin metastaz yaptig1 ortamda kendi mikrocevresini
sekillendirmesiyle aciklanmaktadir [100, 101].

Karacigerdeki Ki67 ekspresyonu ise literatiirle uyumlu olarak
proliferasyonu daha fazla olan 4TLM grubunda 4THM grubuna goére yogun
olarak bulunmustur. 12. giinde alinan o6rneklerde ise her iki grupta da
metastazin olustugu 25. giine gore daha az Ki67 varli§inin goriilmesi timor
gelisiminin ilerleyen evrelerinde hiicrelerin daha proliferatif olduklarinin bir
isaretidir.

67NR hiicre hatti verilen gruplardan alinan akciger ve karaciger
dokularinda nefronektin ekspresyonu yogun bulunmustur. Bu durum metastaz
yapma 0zelligi olmayan bu hiicre hattinda dokularin tiimoérle karsilasmamasi ve
inflamatuvar yanitin da hiicre dis1 alam1 bozma yeteneginde olmamasiyla
aciklanabilir. Kisacasi nefronektin, sadece metastaz sonrasi malign hiicrelerin
mikrocevreyi sekillendirmelerinden etkilenmekte ve metastazla iliskilendirilen
bir protein olarak ortaya ¢cikmaktadir.

Eckhardt ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada nefronektinin
metastatik timor hiicre hatlar1 ve bu hatlardan elde edilen tliimorlerde
ekspresyonunun arttigl gosterilmistir [81]. Bizde 67NR hiicre hattindan elde
edilen primer tiimorlerde nefronektinin hiicre icinde de bir miktar lokalize
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oldugunu gozlemledik. Bu durum bazi tiimér hiicrelerinin nefronektin ekspre
edebileceginin bir isareti olabilir. Timor malign ise, metastaz sirasinda bu
proteinin hiicre disina salinarak; hiicre dis1 matriksde de etki gosterebilecegini
distindgrmektedir. 67NR gibi bircok benign hiicrenin metastatik karakter
kazanamamasi belki de nefronektin gibi bazi hiicre dis1 matriks proteinlerinin
bu alanda bir bariyer olusturmasi ve tiimoér hiicresinin motiletisini
kisitlamasiyla agiklanabilir.

Erin N. ve arkadaslarinin yaptiklar1t ¢alismada malignite kazanmis
hiicrelerde gen ekspresyon analizleri yapilmis ve nefronektin ekspresyonunun
azaldig1 gosterilmistir [5]. Hiicrelerde ve benzer sekilde hiicre dis1 matriksde
olan bu azalma literatiirde var olan ¢alismalarla uyum gostermektedir.

Sonu¢ olarak; nefronektin proteini ekspresyonunda ileri metastatik
hiicre hatlarindan elde edilen primer timor ve metastazin siklikla gorildigu
akciger ve karaciger dokularinda; metastatik alanlarda ve dokunun genelinde
bir azalma goriilmektedir. Bu durum, nefronektinin, hiicre dis1 matriks alaninda
doku dinamigini korumaya yardimci ve hiicre dis1 matriks diizenlenmesinde
gorevli bir matriks elemani oldugu fikrini diisiindiirmektedir.

Calismamizda; nefronektin proteininin metastatik tiimor hiicre
hatlarindan elde edilen tiimoérlerde, metastazin yogun olarak gorildiigi akciger
ve karaciger organlarinda, metastaz gerceklesmeden Once ve metastazin
ilerleyen asamalarinda dagilimi ve ekspresyon seviyelerindeki degisimler
gosterilmeye calisiimistir. Metastatik timorlerin metastazin siklikla gorildigi
organlarda nefronektin proteini ile ilgili daha 6nceden bir ¢alisma bulunmamasi
sebebiyle calismamiz literatiirdeki ilk calisma olmaktadir.

Bir hiicre dis1 matriks protein olan nefronektinin; timor gelisiminde
hiicre dis1 matriks diizenlenmesinde gorevli olabilecegi bunun yani sira
dokudaki kaybinin metastazin gerceklesmesini tetikledigi yontndeki
bulgularimizla da timoér gelisimi, invazyonu ve metastazi siireglerinde yeni bir
bakis acis1 yaratabilecegi distiniilmektedir.
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SONUCLAR

Bu tez calismasinda, farelerden elde edilen 2 farkli metastatik meme
kanseri hiicre hatti ve ek olarak metastatik olmayan meme kanseri hiicre
hatlarinda, bir hiicre dis1 matriks elemani olan nefronektin ve proliferasyon
belirteci Ki67'nin primer tiimorlerde, metastazin siklikla goriildigi akciger ve
karaciger dokularindaki dagilimi arastirilmis ve olasi gorevleri hakkindaki
diistincelerimiz kaynak bilgiler yardimiyla tartisiimistir. Elde edilen sonuglar
asagida maddeler halinde diizenlenmistir.

1)Nefronektin proteini ekspresyonu metastatik hiicre hatlarinin primer
timorlerinde, metastazin yogunluguna bagh olarak diismektedir. Ayrica
metastazin gorildiigi 25. glinde, metastazin heniiz baslamadigi 12. giine kiyasla
primer tiimorlerde nefronektin ekspresyonunda dusiis gozlenmistir.

2)Karaciger dokusunda nefronektin ekspresyonu; metastazin yogun oldugu
alanlarda go6zlenmezken, timorin metastatik karakteri arttikca nefronektin
proteininin azaldig1 gériilmistiir. Yine 12. glinde alinan dokularda 25. giine gore
daha fazla nefronektin ekspresyonun varligi gésterilmistir.

3)Akciger dokusunda karaciger ve primer tiimorlere benzer sekilde, metastazin
yogunlugu arttikca nefronektin ekspresyonunda azalma goriilmiistiir. 25. glinde
alinan dokularda 12. giinle kiyaslandiginda bir azalma tespit edilmistir.

4)Ki67 proteini; metastatik hiicre hatlarindan elde edilen primer tiimorlerde;
metastazin yogunlugu arttikca artmaktadir. Metastatik olmayan hiicre
hatlarindan elde edilen tiimorlerde de ekspre edildigi goriilmiistiir. 12 giinde
alinan dokularda 25. giine kiyasla daha az yogunlukta ekspre oldugu
gozlenmistir.

5)Karaciger dokusunda metastazin gergeklestigi alanlarda yogun sekilde Ki67
ekspresyonu oldugu gorilmustir.

6)Akciger dokusunda da daha yogun metastaz yapan hiicre hattindan elde
edilen dokularda Ki67 eksresyonunun daha yogun oldugu gézlenmistir.

7)Bu calisma nefronektin proteininin, metastatik meme hiicre hatlarindan elde

edilen doku ve organlarda metastaza bagh olarak azaldigini1 gosteren ilk orijinal
calismadir.
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