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OZET

Farkli Meme Kanseri Hiicre Hatlarindan Elde Edilen Eksozomlarin Mezenkimal ve
Stromal Hiicreler Uzerine Etkisi

Kanser hiicrelerinin buiytime ve c¢ogalma o&zellikleri viicut hiicreleri ile
karsilastirildiginda farkli karakterler gostermektedirler. Bu hiicrelerin kolayca ¢ogalabilmesi
ve timorid olusturup viicudun diger doku ve organlarina go¢ edebilmesi cesitli faktorler
araciligiyla gerceklesmektedir. Bu siiregte, hiicreler arasi iletisimde ve proteinler ile diger
molekiillerin hiicreler arasinda tagmmmasinda rol oynayan plazma membran pargalari olan
eksozomlarin rol aldiklar1 diistiniilmektedir.

Bu c¢alismada farkli meme kanser hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin stromal
hiicreler ve kemik iligi mezenkimal kok hiicreler (Ki-MKH) iizerine olan etkilerinin
gozlemlenmesi amaglanmistir. Bu hedefe yonelik; meme kanseri hiicre dizilerinden MCF-7 ve
MDA-MB-231 Ki-MKH ile malign ve saglikli meme dokusundan izole edilen stromal
hiicreler (MMSH ve SMSH) kullanilmistir. KI-MKH ve stromal hiicreler bes hiicrenin
eksozomlar1 ile ortak mikrocevrede biylitiilmiistiir. Hiicrelerin cogalma ozelligi WST-1
yontemi ve Gergek-Zamanl hiicre izleme cihazi ile incelenmistir. Epitel hiicre karakterini
belirleyebilmek i¢in hiicrelere E-cadherin ile immiin boyama yapilmis, E-cadherin, COX2,
ERBB2 ve CK8 gen ifadeleri i¢in Real Time PCR analizi yapilmistir.

MCF-7, MDA-MB231 ve MMSH kaynakli eksozomlar ile ortak kiiltiire edilen
SMSH sayilarinda kontrollere oranla belirgin artis saptanmistir. Bu hiicre ¢ogalma diizeyi
MMSH kaynakli ekzosomlar ile ortak kiiltiire edilen hiicrelerde belirgin olarak daha fazla
artmisti. Bir kanserlesme belirteci olan mezenkimden epitele doniisiimii saptamak amaciyla
gerceklestirdigimiz E-cadherin ile immiin boyama orneklerinde pozitif reaksiyonlar tespit
edilmistir. Buna karsin, Ki-MKH‘lerin ayni eksozomlar ile ortak kiiltiir sonrasinda
¢ogalmadiklar1 tespit edilmistir. Immiin boyamalarda da belirgin bir reaksiyon
gozlemlenmemistir.

Sonu¢ olarak, MMSH kaynakli eksozomlarn SMSH’leri iizerinde hiicre
cogalim ve epitele doniisiim potansiyelinde arttiric1 etkileri tiimor ¢evre dokularmin en az
primer kanser odagi kadar kanserlesme ve invazyonda rolii olabilecegini dustindiirmiistiir.
Ayrica, primer kanser hiicrelerinin de salgiladiklar eksozomlar araciligiyla SMSH’ler
tizerinde kanserlestirme yoniinde etkileri nedeniyle tiimor ¢evre dokularmnm primer kanser
hiicrelerinden etkilendigi anlagilmaktadir. Kanser tedavisinde primer odagin yaninda g¢evre
dokularinda hedefler arasma alinmasi diistiniilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Eksozom, meme kanseri, mikrogevre, farklilasma potansiyeli.
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ABSTRACT

The Effect of Exosomes Derived From Different Breast Cancer Cell Lines on Mesenchymal
Stem Cells and Stromal Cells

Cancer cells has the capacity for unlimited proliferation, tumor formation and
migration into tissues and organs under the influence of a variety of factors compared to the
stromal cells. In the sustaining of these processes requiring both the intra-cellular
communication and transport of cellular proteins and small molecules, the particles of plasma
membrane (exosomes) are considered to play a crucial role.

In this study, we aimed to observe the effects of different exosomes obtained from
breast cancer cell lines on bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) and stromal
cells. For this purpose, breast cancer cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231), human BM-
MSCs and stromal cells isolated from both malignant and healthy breast tissue (MBSC and
HBSC) were cultured. BM-MSCs and stromal cells were incubated separately in the
microenvironment supplemented with exosomes of five cells mentioned above. After then, the
proliferation of cells were determined and monitored. Cells were stained with E-cadherin
which is used to determine the transformation from mesenchyme to epithelia, after incubation
with exosomes.

The number of HBSCs significantly increased after the co-culture with exosomes
compared to controls. This effect on cell proliferation was estimated more significantly in
MBSC exosomes co-cultured cells. E-cadherin, was detected by immunostaining in this
HBSCs’ samples with positive reactions. On the other hand, BM-MSCs showed also an
increased proliferation rate and E-cadherin staining with lesser extent.

The exosomes of MBSC had the most significant effect on HBSCs. It can be
concluded that the transformation potential of these malign cells had the remarkable impact
on the tumor developement by promoting mesenchyme-epithelial transition. This event was
shown to be derived partially by the exosomes secreted from the malign cells, and all the
secreted components of the malign cells has the potential to affect their microenvironment
directing to cancer-like processes. According to these data, the components in the tumor
microenvironment, should be also focused in the treatment of cancer as well as the primary

cells.

Keywords: Exosome , breast cancer, mikroenvironment, differantiation potential.
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, baslica 6lim nedenlerinden biri olarak kalmayip kisinin hayat kalitesini de
distiren, isgiicli kaybina ugratan bir hastaliktir. Bunlara ek olarak teshis ve tedavi maliyeti en
yiiksek hastaliklardan biridir. Halen tiim mekanizmalar1 anlagilmamis olan kanser hastaligmin
aydinlatilmas1 ve her evrede tedavisinin miimkiin hale gelebilmesi i¢in bilimsel ¢aligmalar
yogun bir sekilde devam etmektedir. Kanser, viicudumuzun tiim doku ve organlarinda
gelisebilir. Tirkiye'de Saglik Bakanligi'nin verilerine gore en sik goriilen kanser tiirleri;
erkeklerde akciger, mide, lenfoma, girtlak, 16semi ve deri, kadinlarda da rahim, mide, akciger,
16semi, lenfoma ve meme kanseridir.

Tum kanser tiirlerine bagli 6liimler arasinda, akciger kanserinden sonra meme
kanserine bagh oliimler, ikinci sirada yer almaktadir. Tiirk Istatistik Kurumu (TUIK) 2007
verilerine gore, 70 milyonu asan lilkemizde, 100 bin kadindan 22’si meme kanserine
yakalanmaktadir. Meme kanserinden 6liim orani 100 bin kadinda yaklasik 10 kisi olarak
belirtilmektedir (http://www.tuik.gov.tr).

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirtidiir ve kansere bagh 6limlerde
ise akciger kanserinden sonra ikinci siradadir. Meme kanserinden 6liim oranlarmin en yiiksek
oldugu iilkeler Kuzey Avrupa'da bulunmaktadir (100 binde 22,6). Cin ve Japon kadmlarmin
meme kanserinden Oliim oranlari, Kuzey Avrupali kadmnlarin tam aksine, en diisiik
seviyededir. Bu oran Cin’de 100 binde 5,6 iken Japonya’da 8,3’diir. ABD'de tiim yasami
boyunca her 8 kadindan biri, meme kanserine yakalanmaktadir. 2008 yilinda ABD'de 182
binden fazla kadina meme kanseri teshisi konulmus olup 40 bin civari kadin da meme kanseri
nedeniyle hayatini kaybetmistir.

Yakin zamana kadar yapilan arastirmalarda, kanser hiicresinin kendisi tizerine
odaklanilmis ve kanser hiicresini yok etmek amaciyla degisik caligmalar yapilmistir. Artik
bilinmektedir ki sadece kanser hiicresinin kendisiyle ilgilenmek kanserden kurtulmaya
yetmemektedir. Kanser hiicrelerinin bulunduklar1 mikrogevredeki diger hiicrelerden
beslendigi ve bu hiicrelere de etki ettigi son yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.

Tumor ve mikrogevresi icerisinde heniiz kansere doniismemis normal epitel

hiicreleri, endotel hiicreleri, immiin sistem hiicreleri, stromal hiicreler, mezenkimal kok



hiicreler, kanser kok hiicreleri, fibroblastlar, hiicreleri bir arada tutmay1 saglayan ekstraseliiler
matriks elemanlar1 ve ¢ok sayida farkli molekiiller bulunmaktadir.

Timoér mikrocevresinde bulunan kanserlesmemis hiicreler, zamanla ayni
mikrogevrede bulunmalarindan dolay1r kanserli hiicrelerin salgilarindan etkilenerek kanser
hiicresine benzer Ozellikler kazanabilirler. Tiimdr mikrogevresi igerisinde bulunan hiicre
tiplerinden biri de mezenkimal kok hiicrelerdir (MKH). Bu hiicreler tiimoriin biiylimesine
olanak saglayacagi gibi tiimorii baskilayic1 6zellik de gosterebilirler (Clarke ve Fuller, 2006).

Kok hiicreler, viicudumuzdaki farkli 6zellesmis hiicrelere doniisebilme kapasitesine
sahip, kendini yenileyebilen ve sinirsiz ¢ogalma kapasitesi bulunan onciil hiicrelerdir (Hayes,
2006). Dokularda bulunan kok hiicre tipi ise eriskin kok hiicre diye adlandirdigimiz
mezenkimal kok hiicrelerdir. MKH’lerin, 6zellikle rejeneratif tip uygulamalar1 i¢in en ¢ok ilgi
ceken Ozelligi, bu hiicrelerin uygun mikrogcevre kosullarinda, basta baglayict doku olmak
iizere ¢ok cesitli hiicre tiplerine farklilagabilme potansiyeli varligmin gosterilmis olmasidir.
Kok hiicreler, 06zellesmis hiicrelere kaynaklik edebilirler. Bu olaya, farklilasma
(differentiation) denir. Ayn1 zamanda kok hiicrelerin kanser hiicreleriyle savasmak i¢in ¢esitli
sitokin ve kemokinleri salgiladiklar1 yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir (Clarke ve Fuller,
2006). Kok hiicrelerin tiimor biiylimesini baskiladigi yapilan bazi ¢alismalarla gosterilmis
olsa da kok hiicrelerin tiimor biiylimesini ¢esitli faktorler salgilayarak tesvik edebilecegi de
gosterilmistir (Clarke ve Fuller 2006). Tiimor mikrogevresi icerisindeki stromal hiicreler diger
mikrocevre elemanlar1 gibi timor gelisimi esnasinda kanser hiicrelerinden etkilenebilir ve
kanserin biiyliylip yayillmasina (metastaz) olanak saglayabilir.

Hiicreler mikrogevreyi bir¢ok yolla etkilemektedir ve eksozomlar bu olgudaki araci
etkenlerden bir tanesidir. Eksozomlar bir¢ok hiicre tarafindan salgilanan hiicre dis1 ortamin bir
alt fraksiyonu olan keseciklerdir (mikrokesecik). Eksozomlar hiicreler arasi iletisimde 6nemli
bir rol oynarlar ve mRNA, miRNA ve proteinleri tasiyabilme ozellikleri vardir (Valadi et al,
2007). Eksozomlarin hiicreler arasi iletisimde aracilik ettikleri, fonksiyonel genetik bilgi
aligverisinde rol aldiklari, hiicre dist ve hiicre i¢i streste koruyucu gorev yaptiklari
bilinmektedir ve biyolojik fonksiyonlarinin arastirilmasi devam etmektedir (van der Pol et al,
2012).

Timor hiicreleri tarafindan salgilanan eksozomlarin invazyonda etkili oldugu yapilan
calismalarla hem in vitro hem de in vivo cahgmalarla gosterilmistir (Ginestra et al,

1998;1999). Salgilanan eksozomlar araciligryla kanser hiicrelerinin genetik bilgilerini ya da
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kendilerine 6zgii faktorleri, mikrogevre veya diger dokularda bulunan hiicrelere aktardiklar:
diustiniilmektedir. Eksozomlar sayesinde kanser hiicrelerinin hiicre-hiicre etkilesimi
olmaksizin farkli hiicreleri etkileyerek hiicrelerin kanserlesmesini ve timoriin geliserek
biiylimesini saglayabilecekleri diistiniilmektedir.

Calismamizda tiimor mikrogevresi elemanlarindan olan stromal ve kdk hiicrelerin,
kanserli hiicrelerin salgiladiklar1 eksozomlardan hiicre-hiicre etklesimi olmaksizin nasil
etkilenecegini ortak kiiltiirlerle gosterilmesi amaglanmistir. Kanserin yayilmasinda, kanser
hiicrelerinin gb¢ etmeden eksozomlar araciligiyla diger doku ve organlari etkileme potansiyeli
incelenmistir. Ayrica timor mikrogevresinin kanserli hiicrelerden ne derece etkilenebilecegi
arastirilmistir. Ek olarak kok hiicrelerin bu salgilara karsi tepkisine odaklanilmistir.

Kanserin mikrogevresiyle olan iletisiminin anlagilmasi kanser hiicresini tanimak ve
onunla bas edebilmek i¢in Onemli bir basamak olacaktir. Mikrogevredeki hiicreler arasi
madde alisverisinin anlagilmasi ile timér igerisindeki kanser hiicrelerinin mikrogevredeki
davraniginin bilinmesi bu hiicrelere karsi yapilacak tedaviyi yonlendirecektir. Gelecekteki
kanser tedavi yontemlerine 151k tutacak ve ortamdaki diger hiicre, doku ve organlara zarar
vermeden kanserli hiicreden kurtulmak miimkiin olabilecektir. Kok hiicrelerle veya hiicresel

tedavi yerine bu hiicrelerin salgiladiklar1 eksozomlarla yeni bir tedavi yontemi gelistirilebilir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser Nedir?

Kanser belirli bir doku veya organdaki hasarli hiicrelerin kontrolsiiz bir bi¢gimde
iireyerek bir kitle veya tiimor olusturmasidir. Kanser, viicudumuzda bir hiicrenin giiniin
birinde hi¢bir kontrol dinlemeden biiyliyiip ¢ogalmasi sonucunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Viicudumuz c¢esitli organlardan olusmaktadir ve her organ milyonlarca hiicreden meydana
gelmektedir. Zaman iginde bu hiicreler biiytylip boliinerek o organi yenilemektedirler. Bir
hiicrenin ne zaman biiyiiyiip boliinmesi gerektigini hiicre ¢ekirdeginde bulunan genler tayin
etmektedir. Boliinmeyi saglayan genler fazla calismaya veya bolinmeyi durduran genler
calismamaya baslarsa, hiicre durmadan bolinmeyi siirdiirmekte ve ortaya bir kitle
cikarmaktadir. Bu kanserli hiicreler o organa ait gorevlerini yerine getirmedikleri gibi, ¢evre
hiicrelerin tistiine baski yapip onlarin ihtiyaci olan maddeleri ¢almaya baslamakta ve lenf
dolasimina katilarak bezelere sigrayarak veya kan dolasimina katilarak karaciger, akciger,
kemik gibi diger organlara gitmektedirler. Kanserin bu sekilde viicudun diger bolgelerine
yayillmasi olayma metastaz adi verilmektedir. Kanserin insanin 6limiine yol a¢masi bu
hiicrelerin, organlarin gérevini siirdiirmesine mani olmasi ile ger¢eklesmektedir.

Kanser, hiicrelerde DNA'nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasidir. Giinde viicudumuzda (DNA'da) yaklagik 10.000 mutasyon
olmasina ragmen immiin sistemimiz her milisaniye viicudumuzu taramakta ve kanserli
hiicreleri yok etmektedir.

Saglikli viicut hiicreleri boliinebilme yetenegine sahiptirler ve 6len hiicrelerin
yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi amaciyla bu yeteneklerini kullanmaktadirlar.
Fakat bu yetenekleri de sinirlhidir, sonsuz bélinememektedirler. Her hiicrenin hayat1 boyunca
belli bir boliinebilme sayis1 vardir. Saglikli bir hiicre ne zaman ve nerede boliinebilecegini
bilme yetenegine sahipken kanser hiicreleri, bu bilinci kaybederek, kontrolsiiz boliinmeye
baslamakta ve ¢ogalmaktadirlar. Kanser hiicreleri toplanarak urlar (tiimérleri) olustururlar,

tiimorler normal dokular1 sikistirabilirler, i¢ine sizabilmekte ya da tahrip edebilmektedirler.



2.1.1 Kanserin Nedenleri?

1.Sigara alkol kullanimu,

2.Uzun siire giines altinda kalma,

3.Asir1 dozda rontgen 151nina maruz kalma,

4.Baz1 kimyasal maddeler (katran, benzen, boya maddeleri, asbest, bazi kozmetikler ve
deterjanlar)

5.Baz1 viriisler,

6.Hava kirliligi,

7.Radyasyona maruz kalma,

8.Kotii beslenme alisgkanligi.

2.1.2 Kanserin On Belirtileri

1.Rahim veya makattan gelen anormal kanama veya akinti,

2.Memede veya viicudun herhangi bir yerinde ortaya ¢ikan siglik ve sertlikler,
3.1yilesmeyen yaralar,

4.Uzun siireli ses kisiklig1 ve okstirtik,

5.Biiyiik abdest ve idrar alisgkanliklarinda degisiklikler,

6.Yutma giigliigii ve hazimsizlik,

7.Ben ve sigillerde meydana gelen biiylime, kanama, renk degisikligi, yara oldugunda.

2.1.3 Kanserde Erken Tanimin Onemi

1.Tedavi sansin1 artirir.
2.Tedaviyi kolaylastirir.
3.Tedavi giderini azaltir.
4.Doku ve organ kaybin1 6nler.

5.Sakatlik birakmaz.



2.2 Meme Kanseri

Meme bezi, meme basi ¢evresinde yer alan 15-20 lobdan olusur. Memede siit
salgismi yapan hiicreler tarafindan olusturulan lobiil adi verilen birimler birleserek loblar1
meydana getirirler. Lobiiller birbirlerine siit kanallari1 ile baghidir ve siit kanallart meme basina
dogru birlesirler.

Her memenin kan ve lenf damarlar1 vardir. Lenf damarlar1 lenf ad1 verilen renksiz,
enfeksiyon ve hastaliklara karsi savagmamizi saglayan hiicreler iceren bir siviyi tasirlar ve
lenf bezlerine bosalirlar. Koltuk altinda, kopriiciik kemiginin etrafinda ve boyunda pek ¢ok
lenf bezi bulunmaktadir.

Meme dokusu hormonlarin etkisi altinda gelisir. Bu hormonlarin baglicalar1 ise
estrojen ve progesterondur. Salgilanan hormonlarin etkisi ile siit kanallari, lobiiller biiytir ve
gelisir. Hormonlarim meme iizerindeki etkilerini géstermek i¢in meme hiicreleri {izerinde 6zel
yerlere (reseptorlere) baglanmasi gereklidir.

Lobiilleri ya da siit kanallarini olusturan hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi ile gelisen
meme kanseri siit kanallarindan kaynaklanirsa duktal karsinoma adini alir. Lobiiler kansere
daha seyrek rastlanir ancak lobiiler kanserin ayn1 anda iki memede de olma riski diger meme
kanseri tiplerine gore yiiksektir.

Enflamatuar Kkanser tiiriinde ise meme sicak, kirmmzi ve hassastir. Bu kanser
tirtinde kanser hiicreleri lenf damarlarinda tikanikliga neden oldugundan meme biiyiik ve
o0demlidir, portakal kabuguna benzer bir goriiniim alabilir. Enflamatuar kanser daha seyrek
goriiliir fakat hizli yayilir.

Meme kanseri Oncelikle lenf damarlar1 ile koltuk altindaki lenf bezlerine sigrar.
Kanserin meme disinda baska organlara sigramasina metastaz yapma denir. Meme kanseri
en ¢ok kemik, akciger ve karacigere metastaz yapar (Prof Dr Serdar Turhal Onkoloji
Uzmani).

Meme kanserine hangi etkenlerin neden oldugu kesin olarak bilinmiyor. Ancak
gliniimiize kadar yapilan c¢alismalarda, yiiksek olasilik gosteren bazi faktorler belirlenmis
bulunuyor. Bazi kadinlarda genetik yatkinlik olusturan gen mutasyonlar1 (genlerde kansere
egilim yaratan bozukluklar) meme kanseri riskini artirirken, digerleri kadin olmak diginda bir

risk faktorii tagimiyor.



2.2.1 Risk Faktorleri
Cinsiyet:

Meme kanseri en sik kadmnlarda goriilityor. Erkeklerde goriilme orani, yiizde 1°den

daha az.

Yas:

Meme kanseri ¢ogunlukla 50 yas ve {izerinde goriilityor. 35 yas ve altinda rastlanma
siklig1 daha az. 2000-2004 yillar1 arasindaki Amerikali kadinlardaki meme kanseri insidansi
30-34 yas grubunda 100 binde 25 iken, 45-49 yas grubunda 100 binde 190'a ve 70-74 yas
grubunda ise 100 binde 455'e yiikseliyor. Herediter (kalitsal) meme kanseri veya genetik
bozukluklar nedeniyle olusmus meme kanserleri gen¢ yaslardaki kadinlarda daha sik

gorllityor.

Aile hikayesi:

Ozellikle anne tarafindan 1. derece akrabasinda (anne, teyze, anneanne, kiz1) meme
kanseri hikayesi olmas1 6nemli bir risk faktorii kabul ediliyor. Bu akrabalarin meme kanserine
menopoz Oncesi yakalanmalar1 ve/veya c¢ift tarafli meme kanseri olmalari, riski daha da

artiyor.

Ostrojen hormonu:

Bir kadn ilk adetini ne kadar erken goriirse (6rnegin 12 yastan 6nce) ve menopoza
ne kadar ge¢ girerse (6rnegin 55 yas), meme kanserine yakalanma riski o kadar artiyor.
Dogum kontrol hapi kullanmanin da, ¢ok diisiik oranda olsa bile meme kanseri riskini

artirdig1 disiiniilityor.

Menopoz sonrasi hormon tedavisi:

Menopoz donemindeki, sicak basmasi gibi sorunlarm 6nlenmesi amaciyla kadin
hastaliklar1 ve dogum uzmanlarinca uzun siireli recete edilen (5 yil veya daha fazla siireyle)
Ostrojen ve medroksiprogesteron asetat iceren kombine hormon ilaglari, meme kanseri riskini

sadece Ostrojen igeren hormon ilaglarma kiyasla daha ¢ok artiriyor.



Gecirilmis meme biyopsisi:

Meme biyopsilerinde saptanan orta dereceli hiperplaziler meme kanseri riskini 1,5-2
kat (hafif derecede), atipik duktal hiperplazi 3-5 kat (orta derecede) ve lobiiler karsinoma in
situ (yayilma gostermeyen) veya aile hikayesi ile beraber atipik duktal hiperplazi ya da
lobiiler hiperplazi varligi riski 8-10 kat (ytiksek derecede) artirtyor.

Meme kanseri hikayesi:

Bir kadmin bir memesinde daha once kanser gelismis olmasi, ileride diger
memesinde de kanser gelismesi riskini yaklagik 2 kat artirtyor.

Isinlanma (radyoterapi):

Cocukluk ¢aginda bagka kanserler nedeniyle (lenf kanseri vb.) gogiis 1sinlamasi
gecirenlerde, meme kanseri gortilme siklig1 artiyor.

Beslenme ve cevre faktorleri:

Yag bakimindan zengin beslenme sekli ve kilo alma, o6zellikle menopozdaki
kadinlarda meme kanseri riskini artiriyor. Alkol kullanimi (giinde bir kadehten fazla) yine

riski artirirken, sigaranin etkisi hala tartisiliyor. Diizenli egzersiz ve fiziksel aktiviteninse

meme kanseri riskini azalttig1 biliniyor.

Genetik bozukluklar:

Herediter (kalitsal) meme kanseri genleri (BRCAl ve BRCA2) tim meme
kanserlerinin yiizde 5-10'unu olusturuyor.
2.2.2 Meme Kanseri Tipleri

Meme kanserinin ¢esitli tipleri var. Ancak temel olarak iki ana gruba ayriliyor;

birincisi, noninvaziv ya da baska bir deyisle in situ (yayilma géstermeyen) ve ikincisi invaziv

(yayilma potansiyeli olan) grup.



2.2.2.1 Noninvaziv kanserler

Yayilma gostermeyen (in situ) kanserler de kendi arasinda ‘duktal karsinoma in

situ’ ve ‘lobiiler karsinoma in situ’ olmak tizere iki gruba ayriliyor.

Klasik lobiiler karsinoma in situ: Her iki memede de 8-10 kat meme kanseri riskini
artiran 6nemli bir bulgu. Bu tiir hastalara yakin izlemin yan1 sira tamoksifen gibi koruyucu
baz1 ilaglar verilebiliyor veya koruyucu amagh her iki meme dokusunu c¢ikartma (basit
mastektomi) seklinde cerrahi girisimler uygulanabiliyor. Beraberinde plastik cerrahi
girisimlerle protez ve benzeri cerrahi rekonstriiktif iglemler eklenmesiyle beraber kozmetik

acidan yliz giildiirticti sonuglar elde edilebiliyor.

In situ duktal kanserler (ISDK, intraduktal kanser): Cogu kez muayenede
kendini belli etmiyor. Belirtisi; mamografide tespit edilen diizensiz ufak boyutlu kireglenme
bulgusu ve/veya (pleomorfik mikrokalsifikasyon) kanli/seffaf tek kanaldan memebas1 akimntisi
seklinde oluyor. ISDK, normal hiicrelerden yayilma potansiyeli olan (invaziv) kanser
hiicrelerine gecis olarak kabul ediliyor. Kitle olusturmadigi icin, tel ile veya radyoaktif
maddelerle isaretlenerek ¢ikariliyor. Eger kanser, tek odakli bir durumda ise etrafinda yeterli
temiz doku brrakiliyor. Geri kalan meme dokusuna radyoterapi (RT) uygulandigi zaman
hastalik, klinik olarak iyi bir seyir gosteriyor. Eger memede yaygin olarak bulunuyorsa, tiim
meme dokusunun ¢ikarilmasi (basit mastektomi) gerekiyor ve bu durumda yiizde 100'e varan
oranla tam iyilesme goriiliiyor. Saf ISKD'de koltukalti lenf bezlerinin tutulumuna nadir olarak
yiizde 1-3 oraninda rastlaniyor. Bu nedenle tiim memenin ¢ikarilacagi hastalarin; daha koti
ozellikler gosteren (yliksek gradli vs.) bazi tiplerinde, koltukalti lenf bezlerinde kanser
hiicrelerini tutmas1 en muhtemel bekei lenf bezlerini ¢ikarmak (sentinel lenf nodu biyopsisi)

gerekebiliyor.

2.2.2.2 invaziv kanserler

Sttt meme basindan disar1 tasiyan meme kanallarin1 doseyen hiicrelerde gelisen
duktal karsinom en sik rastlanan meme kanseri tipi. Bu da yayilma 6zelligine gore ayriliyor:
Duktal karsinomun yayilma 6zelligi yoksa in situ formda, yayilma potansiyeli varsa invaziv

formda oldugu biliniyor.



Stit tireten bezlerden (lobiil) gelisen kanser lobiiler karsinom olarak adlandiriliyor.
Lobiiler karsinom da yayilma 6zelligine gore ikiye ayriliyor. Yayilma 6zelligi yoksa in situ
formda yayilma potansiyeli varsa invaziv formda oluyor.

Inflamatuvar meme kanseri, meme kanserinin en kotii ve hizli seyreden tipi olarak
kabul ediliyor. Memeyi tamamen saran memenin iltihabi hastaliklariyla karisabiliyor. Kitle
belirtisi vermeden yaygin kizariklik ve sertlikle seyrediyor. Antibiyotik tedavisine ragmen
iyilesmeyen memenin iltihabi hastaliklarinda mutlaka meme kanserinin akla getirilmesi ve

biyopsi alinmasi gerekiyor.

2.2.3 Meme Kanserinde Evreleme

Evre 0 (karsinoma in situ):
Kanser hiicreleri hem yayilma potansiyeli kazanmamis hem de tamamen memede

sinirl kalmuastir.

Evre I:
Kanser hiicreleri yayilma potansiyeli kazanmigtir, ancak 2 cm.'den kiiciiktiir ve

tamamen memede smirl kalmstir.

Evre ITA:
Memede tiimor yoktur, ancak koltukalti lenf bezlerine kanser yayilmistir. Ya da a)
Timor 2 cm. veya daha kiigiik ve koltukalti lenf bezlerine sigramis veya b) Tiimér 2 cm’den

biiyiik ama 5 cm’den kiigiik ve koltukalt1 lenf bezlerine sigramamustir.

Evre IIB:
Timoér 2 cm’den biiyiik ama 5 cm’den kiigiik ve koltukalt1 lenf bezlerine sicramis

veya timor 5 cm’den biiyiik, ancak koltukalti lenf bezlerine sigramamastir.

Evre ITIA:
a) Memede tiimor yok veya
b) Memedeki tiim6r 2 cm veya daha kiigiik veya

¢) Tumor 2 cm'den biiyiik ama 5 cm'den kiiciik veya

10



d) 5 cm'den biiyiiktiir. Ek olarak, kanser ya birbirine yapisik olarak koltukalt: lenf

bezlerini tutmustur ya da gogis kafesi kemigine yakin lenf bezlerine yayilmis olabilir.

Evre I1IB:

Tumor her boyutta olabilir ve kanser gogiis duvarina ve/veya meme derisine yayilmis
ve birbirine yapisik olarak koltukalt1 lenf bezlerine sicramis veya gogis kafesi kemigi
yakiindaki lenf bezlerine yayilmis olabilir.

Evre IIIC:

Memede kanser belirtisi olmayabilir veya tiimor herhangi bir boyutta olabilir ve
gogiis duvarma ve/veya meme derisine yayilmis olabilir. Ayrica kanser, kopriiciik kemigi alt1
veya Ustii lenf bezlerine veya koltukalt1 lenf bezlerine ya da gogiis kafesi kemigi yakimindaki

lenf bezlerine yayilmis olabilir.

Evre 11IC

Meme kanseri opere edilebilir ve edilemez evrelerde incelenmektedir. Opere
edilebilir evrede, meme kanserinde 10 veya {izeri lenf nodu tutulumu mevcuttur. Tutulan lenf
bezleri ya kopriicik kemigi altindadir ya da koltukalt1 ve gogiis kafesi kemigi yakinindaki
lenf bezleridir.

Opere edilemez evrede, kanser kopriiciik kemigi tizeri lenf bezlerine sigramistir.

Evre IV:

Kanser hiicreleri viicuttaki uzak organlara (kemik, karaciger, akciger, beyin)
sigramistir.

Meme kanserinde de hastaligmm hangi evrede oldugunun saptanmasi, uygulanacak
tedavinin planlanmasinda 6nemli rol oynuyor. Hastaligin evresinin belirlenmesiyle

olusturulan tedavi plani, basar1 oranini artiriyor (http:/www.memesagligi.com/meme-

kanseri/).
2.2.4 Meme Kanseri Hiicre Dizileri (MDA-MB-231, MCF-7)

MCEF-7, 1970 yilinda 69 yasinda Kafkasyali bir kadindan izole edilen meme kanseri
hiicre dizisidir. MCF-7 ag¢ilimi, Michigan Cancer Foundation-7, olan bu kanser hiicre dizisi
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1973 yilinda Herbert Soule ve arkadaglari tarafindan Detroit’teki enstitiide belirlenmistir
(Soule et al, 1973). Michigan Cancer Foundation, giiniimiizde Barbara Ann Karmanos
Cancer Institute olarak bilinmektedir (http://www.cancer.gov).

MDA-MB-231, 51 yasinda Kafkasyal bir kadindan izole edilen meme kanseri

hiicre dizisidir. Plevral eflizyondan elde edilmis metastatik hiicrelerdir (Brinkley et al, 1980).

Cizelge 2.1: MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre dizilerinin karakteristik

ozellikleri.

ER PR HER2 Alt Tipi Tiimor Tipi Kaynak

MDA-MB- - - - Bazal B Metastatik Plueral
231 Adenokarsinom | Eflizyon
MCEF-7 + + - Luminal Metastatik Plueral
Adenokarsinom | Eflizyon

2.3 Kok Hiicreler

Kok hiicreler, hentiz farklilasmamis hiicreler olup, kendi kendini yenileme
yetenegine sahiptirler, kaynaklandiklar1 dokularin 6zellesmis hiicrelerine farklilasabildikleri
gibi 06zel biyolojik sinyallerle fenotipik olarak prekirsérinden farkli 6zel hiicreye
farklilagabilirler.

Kok hiicreler, uzun siire boliinebilme ve kendi kendilerini yenileme yetenegine
sahiptirler. Hiicrelerin uzun siire boliinebilmesini  belirleyen faktorlerden  birisi,
kromozomlarm ucunda yer alan, telomer denilen ve binlerce kez tekrarlanan kisa DNA tekrar
dizileri (TTAGGG) igerirler. Telomerler, kromozom ug¢larmin parcalanmasma, diger
kromozomlarla kaynagmasini engelleyerek kromozomlarin yapisal biitiinliigiiniin korunmasini
saglar.

Kok hiicreler 6zellesmemislerdir. Bir kok hiicre, bir kalp kasinda oldugu gibi kani
viicuda pompalamak i¢in komsu hiicrelerle birlikte calismaz, eritrositlerde oldugu gibi
oksijeni dokulara tasiyamaz. Ancak, Ozellesmis hiicrelere donlismek tizere kaynak

olusturabilir.
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Kok hiicreler, 6zellesmemis hiicrelere kaynaklik edebilirler. Bu olaya, farkhilasma
(differentiation) denir. Kok hiicreler birden fazla hiicre tipine farklilagabilirler. Bunun en iyi
Oornegini dollenmis yumurta hiicresi ya da zigottan itibaren gorebiliyoruz. Viicuttaki tiim
hiicrelere dontisebilecek potansiyele sahip bu ilk embriyonel hiicreye "totipotent" (herseyi
yapabilen) hiicre denmektedir. Bu hiicreler sinirsiz farklilasma ve farkli yonlere gidebilme
yetenegine sahip kok hiicrelerdir. Erken embriyoner donemde 4 hiicreden 8 hiicreye kadar
olan tiim blastomerler totipotenttir. Fertilizasyonun yaklasik 5. gtiniinde bu hiicreler
"blastosist" denilen i¢i bosluklu hiicre topluluklarma dontistirler.

Blastosistin i¢ hiicre kitlesindeki hiicreler (embriyoblastlar), endoderm, ekdoderm ve
mezodermden koken alan ¢ok farklr hiicre ¢esidine (yaklasik 250 ¢esit) farklilasabilirler. Bu
ozellige sahip hiicrelere"pluripotent" hiicreler denir. Insan embriyonik kok hiicreleri
blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler ve pluripotenttirler. Gelisimin ilerleyen
donemlerinde (fetal hayat), hiicreler biraz daha 6zel gorevlere sahip olup ve eriskin tip kok
hiicrelere dontistirler. Bu erigkin kok hiicreleri tipik olarak yer aldiklar1 dokunun hiicre
tiplerini tretirler. Kemik iligi kok hiicreleri en iyi 6rnektir. Biraz daha 6zellesmis bu hiicrelere
"multipotent" hiicreler denir.

Bir kok hiicrenin "lineage" (dizi) degistirmesi veya farklilagsmasi i¢in baslica 4
alternatif yol mevcuttur. Pluripotent veya multipotent kok hiicreler daha sonra belirli hiicre

dizilerine farklilagacak progenitor hiicreleri olustururlar.

a. Transdetermination: Belli hiicre grubunu olusturmaya programlanmis bir kok
hiicrenin, baska bir yonde hiicre olusturmak tizere planlanmis diger bir kok hiicreye degisip,
bu prekiirsoriin  hiicre tiplerini olusturmasidir. Buradaki prekiirsér veya kok hiicre

multipotenttir ve belirlenmis bir diziye irreversibl olarak degisime gitmemistir.

b. Transdiferansiyasyon: Farklilasmis (committed) bir hiicrenin diger bir
farklilasmis hiicrenin fenotipini almasidir. Burada hiicrenin gen ekspresyon sekli tamamen
farkl1 bir hiicre tipine doniisiir. Ornegin normal memeli gelisimi esnasinda, 6zefagusta diiz kas

hiicrelerinin iskelet miyozitlerini olugturmasi transdiferansiyasyona drnektir.

c. Dediferansiyasyon: Ilk iki terimin toplammi anlatir. Dediferansiye olacak bir

hiicre farklilagmis bir hiicre veya bir hiicre grubunu yapmaya planlanmis bir hiicre olabilir. Bu
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tir bir hiicrenin, diger birhiicre grubuna farklilagmasmi takiben diger kola kaymasmna
dediferansiyasyon denilir. Bu tipte bir farklilasmaya 6rnek olarak, semenderlerde ekstremite

amputasyonunu takiben myozitlerin farkl hiicre gruplarma farklilagsmalar1 verilebilir.

d. Hiicre fiizyonu: Deneysel bir 6rnek tedavi amacglh klonlama ile gosterilmistir.
Burada, olgun ve bir hiicre grubunu olusturmaya programlanmais hiicrenin ¢ekirdegi, ¢ekirdegi
¢ikarilmis bir ovum igerisine sokularak tekrar programlanabilir ve boylece degisen ¢evre ile
olgun c¢ekirdegin tekrar programlanmasi ¢ogu dokularin olusumunu saglar. Benzer sekilde
fibroblastlarin miyoblastlarla fiizyonu, fibroblast c¢ekirdeginde kasa-spesifik mRNA
ekspresyonunun artmasmma sebep olmustur. Kemik iliginden tiireyen hiicrelerin
nonhematopoetik hiicreler igerisinde farklilagmasinin hiicre flizyonunun bir neticesi olup-
olmadigmi belirlemek tizere, embriyonik kok hiicrelerle (EKH) eriskin somatik hiicrelerin
kokiiltiir c¢aligmalar1 baslatilmistir. Farklilasmanin 6rnekleri arasinda sinir hiicrelerine
doniisen kan hiicreleri, instilin tireten karaciger oval hiicreleri ve kalp hiicrelerine, kas
hiicrelerine, kemik hiicrelerine dontisebilen hematopoetik kok hiicreleri sayilabilir.

Kok hiicreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak
tekrar ¢ogaltabilirler. Bu en iyi hematopoetik kok hiicrelerde ve yakin gegmiste de karaciger
onciillerinde ve sinir kok hiicrelerinde gosterilmistir.

Kok hiicreler, in vivo kosullarda doku hasarinin olmadigi durumlarda bile
farklilagsmamis kusaklara katki saglayabilirler. Buna en iyi 6rnek, embriyonik ya da yakin
geemiste gosterildigi gibi erigskin kok hiicrelerinin (noral ve mezankimal gibi) blastokiste

enjekte edildiklerinde farkl hiicre tiplerine kaynaklik etmeleri verilebilir.

2.3.1 Kok Hiicre Tipleri

Kok hiicreler esas itibariyle iki farkli kaynaktan elde edilirler. Bu kaynaklar
embriyonik gelisim siirecinin erken donemlerinde blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen
embriyonik kok hiicreler ve embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicreler
olarak belirtilebilir (Karatz ve Ovali, 2004). Embriyonik kok hiicreler basli basina bir grubu
olustururken embriyonik olmayan kok hiicreler elde edildikleri kaynaklar agisindan farkli

gruplara ayrilmaktadir.
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Embriyonik olmayan kok hiicreleri kaynaklarina gore bircok fakli grupta
smiflandirmak miimkiindiir:

a)Eriskin kok hiicreleri (Doku 6zgiin kok hiicre, postnatal kok hiicre)

b)Fetiis kok hiicreleri

c)Kadavradan elde edilen k6k hiicreler

d)Partenot hiicreleri (Partenogenezis)

e)Gobek kordonu ve plasenta kok hiicreleri (Karadz ve Ovali, 2004).

Birincisi, uzun siire kendilerini kopyalayabilme 6zelligine sahiptirler. Eriskin dokulardaki
oncii ve 6zellesmis hiicrelere farklilasma yetenegindedirler. Daha ¢ok elde edildikleri dokuya
doniisme potansiyelleri vardir ve multipotent kok hiicrelerdir (Inan Ve Ozbilgin, 2009).
Eriskin kok hiicreler, EKH’lerde var olan teratom olusturmasi riski, etik sorunlarin olmamasi
ve dokuya 6zgii olabilmesi nedeniyle, yenileyici tipta tedaviye yonelik arastirmalarda ¢ok sik
olarak tercih edilmektedir.

Erigkin kok hiicreler; hematopoietik kok hiicreleri, stromal kok hiicreler (mezenkimal
kok hiicreleri), organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreleri seklinde siniflandirabilmektedir
(Karadz ve Ovali, 2004).

Embriyodan, fetal dokulardan, kordon kanindan ¢esitli kok hiicreler izole edilmistir.
Bunun yaninda kemik iligi, beyin, deri, goz, kalp, bobrek, akciger, gastrointestinal sistem,
pankreas, karaciger, meme, over, prostat ve testis gibi memeli erigkin dokularindan da kok

hiicreler izole edilmistir.

2.3.1.1 Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

EKH, blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir, bu kitle viicuttaki biitiin dokularin
yani1 sira embriyon dis1 endoderm, ektoderm, mezoderm ve amniyon gibi dokulara kaynaklik
eder. Dolayisiyla bu hiicreler pluripotenttir. Kompleman aracilikli olarak alinan i¢ hiicre
kitlesi zeminde fare embriyonik fibroblastlarmin bulundugu bir ortama alinir. Bu hiicre
tabakasina besleyici hiicre tabakasi (feeder layer) denir ve bu hiicreler bolinme ve ¢ogalma
acisindan inaktif durumdadirlar, bu hiicreler embriyonik kok hiicrelerin farklilagmadan
cogalmasini saglarlar. Fare EKH'leri besleyici hiicre tabakasi olmaksizin 16semi engelleyici
faktor (LIF) varliginda da farklilasmadan ¢ogalabilmektedirler. Alt pasaj yapilarak yaklasik 6

ay sonra bu i¢ hiicre kitlesinden milyonlarca embriyonik kok hiicre serisi elde edilir.
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2.3.1.2 Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hicreler (MKH’ler), ilk kez fetal buzagi serumu igeren kemik
iliginin ortama yayilmasi sonrasinda kemik hiicrelerine ve adipositlere farklilasan ve
fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre kolonilerinin gelistigini gosteren Fridenshtein
tarafindan tanimlanmistir (Fridenshtein, 1982). MKH’ lerin ana kaynagi kemik iligi olmakla
beraber bir¢ok dokudan izole edilebilecegi bilinmektedir. Bu dokularn baslicalari, dental
pulpa, sinovial sivi, adet kani1 ve yag dokulari, kordon kani ve matriksidir. Bu hiicreler
bulunduklar1 dokularda, ‘Mezengenezis hipotezi’ne gore ¢ogalma, yonelim, seviye ilerleme,
farklilagma asamalarindan gegerek ilgili hiicre tipine farklilagirlar. Boylece viicutta doku
onarimiin basrol oyunculari olarak gorev alirlar (Karaéz ve Ovali, 2004).

Kemik iligindeki mezenkimal oOnciillerin sadece mezenkimal onciil hiicreler i¢in
degil, ayn1 zamanda kemik iliginde bulunan hemetopoetik onciillerin ve mezenkimal kdkenli
olmayan diger stromal hiicrelerin gelisimi i¢in de uyarici / diizenleyici sinyaller iireten
stromal bir mikro ¢evrenin olusumuna ve islev gormesine katki sagladigina iliskin bulgular1
teskil etmektedir (Karadz ve Ovali, 2004).

MKH’lerde karakteristik Ozellik olarak yilizeye yapisabilir olma, kolonizasyon
gosterme, ylizey antijen ekspresyonu ve osteojenik, adipojenik, kondrojenik farklilasma
egilimi sayilabilir. Hiicrelerin izolasyon ve kiiltiiriiniin kolay olmas1 ayrica yiiksek ex vivo
potansiyelinin olmasi bu hiicreleri tedavi edici bir arag¢ haline getirmektedir. Bunun yani sira
tim dokularda, destek hiicreleri olan stromal hiicrelerin de kékenini teskil etmektedirler.

MKH’lerin kesin bir ylizey belirtecleri olmamakla birlikte bu hiicreler klinik veya
arastirma amach kullanilmadan 6nce akim sitometrisi yontemiyle mutlaka CD 13, CD 29, CD
44, CD 90, CD 73, CD 105, CD 46, CD 166, HLA ABC pozitif; CD 3, CD 8, CD 11b, CD 14,
CD 15, CD 19, CD 33, CD 34, CD 45, CD 117 ve HLA-DR negatif olmalar1 agisindan
karakterize edilmelidir (Dominici et al, 2006 ).

MKH’lar, mikrogevre olarak adlandirilan bir yorede ve erigkinde kemik iligi, kalp,
bobrek, beyin, deri, géz, gastrointestinal sistem, karaciger, pankreas, akciger, meme, over,
prostat ve testis gibi organlarda tespit edilmistir.

MKH’lar, ad1 gecen organda kendilerine ait bir mikrogevre icerisinde kisa veya uzun
bir siire dinlenmede kalabilirler. Bunlar, 6zel mikrogevre igerisinde yiiksek telomeraz

aktivitesine sahip olduklar1 halde EKH'lerle karsilastirildiklarmda daha kisith bir farklilasma
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potansiyelleri vardr ve daha smirli sayida progenitér hiicre olustururlar. MKH’lar,
mikrocevrelerindeki degisiklikleri takiben prolifere olabilirler veya daha olgun ve dokuya
0zel hiicre tiplerine farklilasabilirler.

MKH’larin kendi kendilerini yenilemeleri esnasinda, her bir kok hiicre simetrik
olarak boliinmeyle iki benzer kardes kok hiicreleri olusturur. Aksine, farklilasma esnasinda
kok hiicrenin asimetrik boliinmesi ise, bir kardes kok hiicre ile bir kardes ara geg¢is kok hiicre
olusturmasin1 gerektirir. Erigkin kok hiicreleri, 6zellikle hematopoetik koék hiicreler, bazi

fizyolojik veya patolojik kosullarda dolasim yoluyla diger uzak dokulara yayilabilirler.

2.4 Eksozomlar

Eksozomlar bir ¢ok hiicre tarafindan salgilanan hiicre dis1 ortamin bir alt fraksiyonu
olan vezikiillerdir ve 40- 100 nm bir ¢apa sahiptirler. Eksozomlar iki tabakali bir lipit
icerisinde ve transmembran proteinlerinin dis etkileri ile hiicre dig1 ortama maruz kalmalari
sebebiyle kapali sitoplazmaya esdegerdirler. Eksozomlar endozomlarin belirli bir
popiilasyonunu olusturur, iceri dogru bolme liimeni i¢ine tomurcuklanmasiyla multivezikiiler
cisim (MVBs) adin1 alir.

Eksozomlar hiicre kiiltiirti stipernatantlarinda ve farkli biyolojik sivilarda bulunurlar,
normal veya patolojik kosullar altinda bir¢ok hiicre tarafindan salgilandiklar1 bilinmektedir.
Simdiye kadar eksozomlarm B hiicreleri, dendritik hiicreler (DC), T-hiicreleri, mast hiicreleri,
epitel hiicreleri gibi bugiin incelenen biitiin hiicreler tarafindan salgilandigi ve trombosit ve
bronkoalveoler lavaj gibi fizyolojik sivilarda (BAL,) serum, idrar, meme siitii, beyin omurilik
stvisi, tiikiiriik ve malign eflizyonlarda mevcut oldugu tespit edilmistir (Suntres et al, 2013).

Mikrovezikiillerden (30-120 nm) daha kiigtik oldugu diistiniilen eksozomlar hiicre
tipine 6zgl proteinler ve molekiiller sentezlerler bunlar farkli kokenli eksozomlara 6zgii
belirtecleri olustururlar. CD63, CD9, CDS81 gibi tetraspanin aile tiyeleri, flotillin, CD82,
Tsgl01, Alix ve diger endozomal kompleksleri de eksprese ederler (Camussi and

Quesenberry, 2013; Azmi et al, 2013).

2.4.1 Eksozomlar aracihiiyla hiicre-hiicre etkilesimi

Hiicresel dengeyi korumak i¢in ya da hiicre dis1 patojenlere yanit vermek igin,
hiicreler genellikle ligand-reseptor etkilesimleri veya nanotiipler gibi hiicresel "koprit"

araciligyla ¢oziniir faktorlerin salgilanmasi sirasinda bilgi aligverisini degistirirler. Ancak,
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artan kanitlar tiim hiicreler arasindaki genetik cross-talkta eksozomlar ve microvezikiillerin
onemli Ol¢tide katkida bulundugunu gosterir. Eksozomlar ve microvezikiiller farkli hiicre
tipleri arasmda giiclii bir genetik bilgi aktarimi kaynagidirlar. Fiziksel temas yerine
mikrovezikiiller ile hedef hiicre tzerine biyoaktif bir kargo bosaltma/aktivasyon etkisi
saglanabilir. CD63 hiicre yiizey ifadesine neden olsa da temel olarak hiicre i¢i keseciklerin
(eksozomlar) membraniyla iliskilidir ve bu gen tiimor gelisimiyle de iliskilidir (Entrez Gene:
CD63 CD63 molecule). MCF-7 ve MDA-MB-231 eksozomlarinda CD63 ekspresyonunun
daha fazla goriilmiis olmasi bu proteinin timor gelisimiyle iligkili oldugunu gostermistir

(Azmi et al, 2013).

2.4.2 Kanser gelisiminde eksozomlarin etkisi

Eksozomlar fizyolojik kosullar altinda salgilanmalarina ragmen bir hastaligin olusum
asamalarinda da salgilanirlar. Timor hiicreleri tarafindan salgilanan eksozomlarin invasyonda
etkili oldugu yapilan ¢aligsmalarla hem in vitro hem de in vivoda gosterilmistir (Ginestra et al,
1998), (Ginestra et al, 1999). ilk kez 1978 yilinda kanser hastalarinda eksozom varlig
belgelenmistir, Hodgkin hastalig1 olan bir hastadan alinan dalak nodiilleri ve lenf diigiimleri
kiltiirlerinde eksozomlar tanimlanmistir (Friend et al, 1978). Yaklasik on yil sonra; plazma
zar tirevi olan vezikiillerin yiiksek diizeyde metastatik olan fare melanoma hiicrelerinden
(F10) kendiliginden dokiildiigii ve daha az metastatik etkiye sahip olan B16 fare melanoma
hiicreleri (F1) ile kaynasarak bu hiicrelerin akcigere metastaz yapmasimi sagladiklari
anlagilmigtir (Poste and Nicolson, 1980). Bu calismalarm her ikisi de gostermistirki kanser
ilerlemesinin arastirilmasinda en 6nemli tizerinde durulmasi gereken asamalardan biri de
eksozomlarn etkinligidir.

Tumor hiicrelerinden salgilanan mikrovezikiiller ¢oziiniir proteinlerin (Iero et al,
2008), niikleik asitlerin (Skog et al, 2008), fonksiyonel transmembran proteinlerinin
(DelConde et al, 2005), kemokin reseptorlerinin (Mack et al, 2000), doku faktorlerinin (Del
Conde et al., 2005) ve epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ve insan epidermal
buytime faktori reseptorii 2 (HER2) gibi reseptor tirozin kinazlarin (Al-Nedawi et al.2008;
Sanderson et al., 2008) transferini kolaylastirir (Muralidharan-Chari et al, 2010).
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2.5 Mikrocevre

2.5.1 Mikrocevre bilesenleri

2.5.1.1 Ekstraselliiler Matriks

ECM laminin, fibronektin (FN), tip IV kolajen, Entactin / nidogen ve proteoglikanlar
gibi bir¢cok proteinden olusmaktadir. ECM icindeki gomiilii hiicrelere ve onu cevreleyen
dokulara yapisal destek saglamak tizere islev goriir ve ayn1 zamanda biliylime faktorleri ve
sitokinlerin bir rezervuaru olarak gorev gortir.

Tiumor gelisimi sirasinda ECM degisebilir, ¢linkii tiimor hiicreleri ve fibroblastlar
tarafindan ECM proteinlerinin salgilanmasi degistirlmis olur ve ECM nin post-translasyonel
modifikasyonlar1 ve proteolitik ECM yeniden sekillenmesi meydana gelir. Bu ECM
degisiklikleri tiimor ilerlemesi sirasinda timér hiicreleri i¢inde hiicre i¢i sinyalizasyon yoluyla
degistirilmis hiicre-ECM yapistiric1 etkilesimleri ve/veya matriste sertlik gibi mimari
degisiklikleri olusturacak derin bir etkiye sahip olabilir. Ayrica, invasiv carsinoma gecis
asamalarindan olan hiperplazi sirasinda kollejen tip I’in mimari yapisinda kademeli bir
degisim meydana gelir. Bu degisen mimari yapi, hiicrelerin kollejen lifler boyunca

migrasyonunu saglayarak veya integrin sinyalleri arttirarak invasyonu arttirabilir.

2.5.1.2 Stromal hiicreler

Mikrogevrenin hiicresel kompozisyonu; mezenkimal kdkenli hiicreler (fibroblastlar),
enflamatuvar / immiin hiicreleri, endotel hiicreleri (damar) ve adipositleri igerir. Timor
gelisimi agamalarinda, bu stromal hiicrelerin davranigi tiimor hiicrelerinden giderek etkilenir
ve stromal hiicreler modifiye olur. Sonunda, bu aktiflestirilmis stromal hiicreler, timor

hiicrelerinin yayilmasini kolaylastirir.

2.5.1.3 Fibroblastlar

Tiumor mikrogevresinin biiyiik bir hiicre bilegeni stromaya yapisal ¢ergeve saglamak
icin iglev goren fibroblastlar ile temsil edilir. Fibroblastlar, normal kosullar altinda, aktif
olmayan, hareketsiz bir durumda olsa da, doku yenilenmesi gereken yara iyilesmesi ve
enflamasyon gibi fizyolojik kosullar altinda aktive edilirler ve yiiksek proliferatif 6zellige

erigirler. Aktive olan fibroblastlar ECM bilesiminin modiilasyonunda 6nemli bir rol
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oynamaktadir. Sadece kollajen, laminin ve FN gibi matris bilesenleri sentezlemek degil, ayn1
zamanda metaloproteazlar gibi matris-parcalayici enzimler {iretme kabiliyetleri de
bulunmaktadir.

Ttumoriin mikro-ortam i¢inde fibroblastlar, tiimoriin parakrin etkisi ile aktive edilir
ve o-smooth muscle actin iiretimi ile karakterize edilen bu hiicreler kanserle iligkili
fibroblastlar (cafs) olarak adlandirilir. Cafs yerel fibroblastlardan elde edilir, ama ayni
zamanda perisitlerden ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinden, kemik iliginden tiiretilmis
mezenkimal hiicrelerden kaynaklanabilir veya epithelial-mesenchymal transition/endothelial-

mesenchymal gegisin bir sonucu olarak olusabilirler.

2.5.1.4 Immun/Inflamator hiicreler

Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri ¢esitli myeloid hiicrelerden tiiretilmis (6rnegin,
makrofajlar, mast hiicreleri ve notrofiller) olup sadece yabanci patojenlere karsi savunma icin
sorumlu degillerdir ayn1 zamanda, doku gelisimi ve onarimma da katilmaktadirlar.
Makrofajlar, kemo-cekiciler sayesinde tiiméorlerin ig¢ine almirlar ve kanser hiicreleri ile
savasmak i¢in koloni uyaric1 faktor-1, SDF-1, monosit kemotaktik protein-1 ve VEGF gibi

cesitli kemoatraktantlari tiretirler.

2.5.1.5 Endotel hiicreler

Tumoriin siirekli biiytimesi ve ilerlemesi biiyliyen tiimoriin vaskularizasyonu ile
sonuclanan anjiyojenik siirecinin aktivasyonunu gerektirir. Bu islem, 'anjiyojenik anahtar
"olarak adlandirilir ve tiimor mikrogevresi ig¢inden, tiimoriin kendisinden veya kemik iligi
icinde endotel Oncii hiicrelerinden uyarici sinyallere yanit olarak ortaya cikabilir. Timor
damar yogunlugu tiimér davranisi veya saldirganligmin bir gostergesi degildir ve normal
damarm aksine tiimor kan damarlar1 diizensiz ve genislemistir. Buna ek olarak, timorler
icindeki perivaskiiler hiicreler gevsek endotel hiicreleri ile iligkilidir ve tiim bu degisiklikler,

anormal dercede diisiik kan igeren sizan kan damarlari ile sonuglanir.

2.5.1.6 Adipositler

Meme dokusunun mikrogevresinde baskin stromal hiicre tiirlerinden biri olan
adipositler, meme stromasina ek olarak, kemik iliginde de 6nemli bir kurucu hiicre tipidir,

siklikla gogiis kanseri ilerlemesinde sirasinda metastazi tesvik edici ozellikleri vardir.
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Adipositler yakin zamana kadar biiyiik 6l¢iide bir enerji deposu olarak kabul edilirdi, ama
simdi hormonlar1 iireten endokrin hiicreler, biliyiime faktorleri ve sitokinler 'Adipokinler
olarak adlandirilmaktadirlar. Gergekten de, leptin, adiponektin, hepatosit biiylime faktort,
kollajen VI, IL-6 ve TNF-a igeren adipokinlerin meme bezi i¢inde duktal gelisim ve

devamlilik i¢in cok 6nemli oldugu bilinmektedir (Matrisian, 2007).

2.5.2 Tiumor mikrocevresi

Tumoér ve mikrogevresi igerisinde heniiz kansere doniismemis normal epitelyum
hiicreleri, fibroblastlar, kan damarlarini olusturan hiicreler, kan dolasimiyla gelen immiin
sistem hiicreleri, hiicreleri bir arada tutmayi1 saglayan ekstraseliiller matriks elemanlar1 ve ¢cok
sayida molekiil bulunmaktadir. Bu molekiillerden bazilar1 kemokin ve sitokin olarak
adlandirilan biiytime faktorleridir.

Tiumoér hiicreleri ile timorii ¢evreleyen hiicreler arasindaki iletisim tiimoriin
gelisimine katkida bulunur. Bu nedenle normal hiicreden iyi huylu hiicreye, iyi huyludan
malign hiicreye, malignden metastatik hiicreye dontisiim sadece tiimoriin kendi igindeki
hiicrelerdeki degisime bagli degil tiimoriin etrafindaki hiicrelerdeki degisimle de alakali bir
durumdur.

Ornegin, cildin dis epitel hiicreleri. Epitel hiicrelerinin altinda epitel hiicrelerini
desteklemek i¢cin bag dokusu adi verilen destek doku bulunur. Eger cilt kanseri olunursa ne
olur? Epitel hiicreleri normal davraniglarini kaybederler ve kontrolsiiz ¢cogalmaya baslarlar,
mutasyonlar birikmeye baslar ve kendi biiylime sinyalleri gelismeye baslar. Epitel hiicreleri
bunlar1 yaparken stroma denilen destekleyici yap1 uygun ortam saglar. Sonug olarak bir timor
stroma ve malign tiimor hiicrelerinin ikisini de igerir.

Kanserin onemli isaretlerinden ikisi timorii ¢evreleyen mikrogevreye baglhdir.
Bunlardan biri, anjiyogenez digeri kanser hiicresinin istilasi ve metastazidir. Anjiyogenez
tiimore oksijen kaynagi vermek icin kan damarlar1 olusturur. invazyon ve metastaz tiimére
diger alanlara istila ve viicudun farkli bolgelerine seyahat becerisi kazandirir. Eger bir kanser
hiicresi bu 6zel ozelliklere sahip olmasaydi, biiylimeye devam etmesi miimkiin olmazdi.

Normal bir hiicre iyi huylu bir tiimore doniistiigiinde biiylimeyi diizenleyecek bazi
ozelliklerini kaybeder fakat iyi huylu bir tiimor istila ve metastaz 6zelligine sahip degildir.

Metastaz ve istilanin meydana gelebilmesi i¢in ¢ok fazla mutasyon olmasi gerekir.
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Mutasyonlar kanserli hiicrelere kan yoluyla tasinma ve uzak bolgelere gitme yetenegi verir

(Matrisian, 2007).

2.5.3 Meme tiimor mikrocevresi

Normal g6giis kanali, epitel hiicre tabakasi tiretmek ve bazal membran eklemekle
gorevli miyoepitelial hiicrelerle ¢evrili bir liimenden olusur. Meme mikrogevresini endotel ve
bagisiklik sistemi hiicreleri, fibroblastlar ve adipositler dahil olmak {izere, hiicre dig1 matriks
(ECM) ve ¢ok sayida stromal hiicre tipleri olusmaktadir.

Meme kanseri duktal epitelden tiiretilmis maligniteler ile heterojen bir grup
olusurturur. Bu kanserlerin mikrogevresi timér ilerleme ve terapotik yanitta kritik bir
katilimc1 olarak kabul edilir. Son veriler anlamli olarak hastaligin ilerlemesi sirasinda
mikrogevredeki hiicrelerde epigenetik degisiklikler oldugunu gostermistir ve bu da bir gen
ifadesi olarak ortaya ¢iktiginda tedavi i¢in biyomarkerlar kesfedilebilir ve hedef olarak bu
hiicrelerin arastirilmast diistiniilebilir. Gergekten de, timor stromasinda tiiretilen gen
ekspresyon profili, klinik sonuclar ile baglantili olmustur.

Microgevre bilesenleri makrofajlar, myoepithelial ve endotel hiicreleri ve birkag
ECM molekiilleri de dahil olmak iizere, meme kanali morfolojilerinde bu hiicrelerin tiimiiniin
kritik rolleri vardir. Benzer sekilde, tiimor mikrogevresi giderek kanserin onemli bir

diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir.

2.5.3.1 Myoepitelyal hiicrelerin 6nemi

Meme kanserinin invaziv ilerlemesinin énemli 6zelligi myoepitel tabakasi ve bazal
membran kaybidir. In vitro ko-kiiltir ve ksenograft modelleri kullanilarak yapilan
calismalarin her ikisi de, normal miyoepitelial hiicrelerin tiimor biiyiimesini inhibe ettigi

gosterilmistir (Place et al, 2011; Mao et al, 2013).

2.5.4 Kok hiicre mikrocevresi

Kok hiicre mikrogevresi kok hiicreler ile etkilesime giren, hiicre kaderini diizenleyen
kok hiicrelerinin bulundugu bir mikrog¢evre anlamimna gelir. Kok hiicre mikrogevresi iginde
cesitli faktorler kok hiicre dzelliklerini diizenlemek i¢in 6nemlidir: hiicre-hiicre kok hiicreler
aras1 etkilesimleri, kok hiicreler ile kok hiicreler arasi etkilesim ve komsu farklilagmis

hiicreler etkilesimi, kok hiicre ve yapisma molekiilleri arasindaki etkilesim, hiicre dig1 matris
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bilesenleri, oksijen gerginligi, biiyime faktorleri, sitokinler, ve pH degeri arasindaki
etkilesimler de dahil olmak {izere ¢evrenin fizikokimyasal dogasi, iyonik kuvvet ATP gibi
(6rnegin Ca2 + konsantrasyon) ve metabolitleri de 6nemlidir. Kok hiicreler ve nis, gelisim ve
yetiskinlik donemi sirasinda birbirlerini tegvik ederler ve karsilikli olarak birbirlerine korurlar.

Son c¢aligmalar meme kanseri de dahil olmak tizere bir¢ok kanserde kok hiicre
ozelligi gosteren bir alt popiilasyonun varligini gostererek kanser kok hiicresi (KKH) hipotezi
icin giiclii bir kanit olusturmustur. Bu hiicreler metastaza aracilik edebilir ve kemoterapi ve
radyasyona kars1 gosterdikleri goreceli direngle tedavinin koétiiye gitmesine yol agabilirler.
Baz1 ¢alismalar KKH ile epitelyum mezenkim ge¢isi (EMT) arasinda yakin bir iligki
oldugunu isaret etse de (Mani et al, 2008), diger calismalar EMT ve KKH’lerini birbirinden
bagimsiz oldugunu 6ne stirmektedir (Tsuji et al, 2008).

EMT islemi kanser ilerlemesi ile baglantili biyolojik siireclerden biri olmasmin yan1
sira embriyogenezisde de onemli bir rol oynamaktadir (Thiery et al, 2009). EMT sirasinda
epitel hiicreler hiicre-hiicre baglantilarini kaybederler, sitoskeletal bicimini degistirir bu da
polaritenin kaybina sebep olup mezenkim bir morfoloji meydana gelmesine sebep olmaktadir
(Moreno-Bueno et al, 2008).

EMT geri doniistimli bir olaydir ve mezenkimal-epitel gecisi (MET) sirasinda olusan
epitelyal fenotip hiicre polaritesinin diizeni ve E-cadherin ekspresyonu ile karakterize edilir.
Ilging olarak KKH’lerini diizenledigi bilinen Notch, hedgehog, Wingless (Wnt), transforming
growth factor-b (TGFb) ve nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NFkB) gibi baz1 sinyal yolaklar1 EMT °‘yi indiikleme kapasitesine sahiptirler (Shin et
al,2010; Takebe et al, 2011; Yoo et al, 2011). Bununla birlikte KKH’lerini diizenleyen bone
morphogenetic proteins (BMPs) ve human epidermal growth factor receptor (HER) gibi diger
yolaklar1 da MET olusumunu arttirir (Korkaya et al, 2012; Samavarchi-Tehrani et al, 2010).
KKH, EMT ve MET arasindaki iliskinin tam olarak agiklanabilmesi i¢in daha ileri

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Insan meme kanserinde tiimorle iliskili kok hiicreler hiicre yiizey belirtegleri olan
CD24(-), CD44 (+) “iin ekspresyon profilleri ile tanimlanir. Normal ve malign meme kanseri
kok hiicrelerinin ikisi de aldehyde dehydrogenase (ALDH) enzimini eksprese ederler.

Meme bezinde luminal epitelyal hiicreler E-cadherin eksprese ederken myoepitel

hiicreler P-cadherin eksprese ederler.
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Mikrovezikiiller (MV) normal ve malign plazma hiicre membranlarmin her ikisinden
de elde edilmistir. Bu yapilarin biytklikleri 0,1 pm den 1 pm ye kadar degisebilir ve
bilesimleri kaynaklandigi hiicreye bagli olarak degisebilir. Mikrovezikiiller ¢esitli hiicre
ylizey proteinleri ve yaglar1 eksprese ederler ayn1 zamanda niikleik asitler ve proteinler gibi
sitoplazma i¢i molekiilleri de igerirler. Mikrovezikiiller timor biyolojisine farkli yonleriyle
katilabilirler, anjiyogenez, immiin cevaplardan kacis, metastatik potansiyel ve in vivo ve
vitroda kan pihtilasmasinin aktivasyonu gibi.

Birka¢ ¢alisma gosterdiki MV’lerin  tasidigi reseptér hiicrelere fonksiyon
kazandurabilecek molekiiller farkli hiicre popiilasyonlar1 arasinda degisiklik gosterebilir
Ornegin, timor hiicrelerinden elde edilen MV ’ler niikleik asitlerin, fonksiyonel transkripsiyon
faktorlerinin, kemokin reseptorlerinin, bityiime faktorii reseptorlerinin ve diger transmembran

proteinlerinin ve ilave biyoaktif molekiillerin transferini saglayabilirler (Lima et al, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Mezenkimal kok hiicre ve stromal hiicrelerin hazirlamisi

3.1.1 Saghkh ve malign meme dokusu stromal hiicrelerinin (SMSH ve MMSH’lerinin)

izolasyonu ve kiiltiire hazirlanmasi

Meme kanseri hastalarindan ameliyat sonrasi alinan tumor dokusu ve meme
kiigiiltme ameliyatlar1 sonrasmda alman dokular, icerisinde %35 oraninda Penicilline-
Streptomycine ilave edilen kalsiyum magnezyum igermeyen Hank’s balanced salt solusyonu
(HBSS; Gibco) bulunan steril kaplara koyulmustur. Meme dokusundan stromal hiicrelerin
izolasyonu i¢in; laboratuara gelen tiimor ve meme dokusu %1 oraninda penisilin-streptomisin
iceren HBSS ile birka¢ kez yikama isleminden gegirilerek makasla lem®liik kiigiik pargalara
ayrilmistir. Yikama isleminden sonra dokular makas yardimiyla mins edilmis ve iizerine
hazirlanan Tumor- Dissociation Enzyme (ATP-tumoechemosensitivity Assay, DCS
innovative-system) soliisyonundan 5 ml koyularak doku ornekleri 37°C g¢alkalamali su
banyosunda 60dk bekletilmistir. Takip eden santrifiij sonrasinda stipernatant atilip pelet Sml
HBSS ile sulandirilarak hiicre siizgeci ile siiziilmiis ve tekrar 5dk santrifiij edilmistir. Siire
sonunda 5ml HBSS eklenerek 1800 rpm’de 5dk santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez
tekrarlanip stipernatant uzaklastirildiktan sonra olusan pelet tizerine %10 oraninda FBS ve %1
oraninda penisilin-streptomisin iceren H-DMEM kiiltiir besiyerinden 1ml eklenip pipetaj
yapilarak 25cm*lik kiiltiir kabma ekimi yapilmistir. Gerekli miktarda kiiltiir besiyeri
koyulduktan sonra 37 °C, %5 CO, ve nemli ortamda kiiltiire edilmistir. 48 saat sonra besiyeri
degistirilerek ylizen tiim hiicreler uzaklastirilmistir. Haftada iki kez besiyeri degisimi
tekrarlanmigtir. Flaskin tabani yaklasik %80 oraninda hiicreler ile kaplaninca (konfluent)
tripsinizasyon islemiyle yapisan hiicreler kaldirilip yeniden kiiltiire edilmisler ve bu ilk pasaj
(sub-kiiltiir) olarak degerlendirilmistir. Bu islemler {li¢lincii pasaja kadar tekrarlanmis ve 3.

pasajin sonunda elde edilen hiicrelerin karakterizasyon ¢aligmalarina baslanilmigtir.
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3.1.2 Kemik iligi Kokenli Mezenkimal kok hiicrelerin (Ki-MKH) izolasyonu ve

kiiltiire hazirlanmasi

Insan kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin izolasyonu igin iliyak kemik iligi
aspiratindan Kocaeli Universitesi’'nden hasta bilgilendirme, onam ve etik kurul onay1
alindiktan sonra MKH’ler izole edilmistir. iliyak kemik iligi aspirat1 1:3 oraninda PBS ile
diliie edilmis ve ficoll-histopaque gradient (1,077g/mL) santrifiijleme yOntemiyle ayrim
yapilmustir. Diistik yogunluklu mononiikler hiicreler toplanmistir. PBS ile 2 kez yikanmis ve
kiiltiir kaplarma ekilmistir. 72 saat sonra yiizen tiim hiicreler atilmis ve yeni medyum ilavesi
yapilmigtir. Haftada iki kez olmak tizere bu islem tekrarlanmis ve flaskin tabani yaklagik %80
oraninda hiicreler ile kaplaninca (konfluent) (ki yaklasik olarak 14-25. giinler arasinda)
tripsinizasyon islemiyle yapisan hiicreler kaldirilip yeniden kiiltiire edilmis ve bu ilk pasaj
(sub-kiiltiir) olarak degerlendirilmistir. Bu islemler {iciincii pasaja kadar tekrarlanmis ve 3.

pasaji sonunda elde edilen hiicrelerin karekterizasyon ¢alismasina baglanmistir.

3.1.3 SMSH, MMSH- ve Ki-MKH’lerin Karakterizasyonu

Saglikli ve malign meme stromal hiicreleri ile insan kemik iligi MKH’leri kiiltiir
kabma yapigma 6zellikleri sayesinde izole edilmis ve yapisan hiicrelerin morfolojik 6zellikleri
caligma siiresince zit faz mikroskobu ile incelenmistir. Immunofenotipik 6zelliklerin

belirlenmesi i¢in akim sitometrik analiz ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

3.2 Akim sitometrik Analiz

Analizler, her alt-kiiltiir islemi sonrasinda (P1’den P3’e kadar) ve FACS Calibur
akim sitometri cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicreler tirpsinizasyon islemi ile
kaldirilip, hiicre saymi yapilarak hiicre sayis1 belirlendikten sonra (yaklasik olarak 8x10°
hiicre) PBS i¢inde homojenize edilip belirlenen hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel fluoresan
izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)-konjuge monoklonal antikorlar; CD29 (BD;
Kat.No.555443), CD45 (345809), CD44 (555479), CD106 (551146), CD90 (555596) ve
CD73 (550257) ve uygun izotip kontrollerinden 10ul eklenerek inkiibe edilmistir (oda
1sisinda-karanlikta-45 dak.). Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid iceren

PBS) eklenerek santrifiij edilerek (5dk. 1780 rpm) 400 pl hiicre yikama soliisyonu ile
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reslispanse edilmistir. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akis sitometri cihazinda

okutulmus ve analizi BD Cell Quest TM programu ile gerceklestirilmistir.

3.3 MCF-7 ve MDA-231 Meme kanseri hiicrelerinin Kiiltiirii

Hazir meme kanser hiicre dizileri olan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri farkli besi
ortamlarinda kiiltiire edilerek ¢ogaltilmistir. MCF-7 hiicreleri %10 FBS, 10pg/ml insulin ve
%0,2 primocin iceren H-DMEM besiyerinde; MDA hiicreleri ise %10 FBS ve %0,2 primocin
iceren H-DMEM besiyerinde kiiltiire edilerek ¢ogaltilmistir.

3.4 Eksozomlarin izolasyonu

KI-MKH, SMSH, MMSH, MCF-7 ve MDA-231 hiicrelerinden eksozom izolasyonu
icin hiicreler T75 hiicre kiiltiir kaplarmna ekilmistir. Hiicreler hiicre kiiltiir kabinin tabanma
yapistiktan ve %70 kabm tabanini kapladiktan sonra mevcut besiyeri alinarak yerine FBS
icermeyen besiyeri eklenmistir. Hiicre kiltiirii i¢in kullanilan fetal sigir serumu (FBS) yiiksek
oranda eksozom igerdiginden capraz kontaminasyonu engellemek icin hiicreler serumsuz
besiyerinde bir gece bekletilmistir. Bir gece FBS icermeyen besiyerinde kiiltiir edildikten
sonra besiyeri toplanmistir. PureExo Exosome Izolasyon kiti (Kat. #: P100) kullanilarak besi
ortamina 1:2 oraninda kit igerisindeki soliisyondan eklenmistir. +4’de bir gece inkiibasyondan
sonra 10000 rpmde bir saat santrifiij edilmis ve pelet formunda eksozomlar izole edilmistir.

Elde edilen eksozomlar -20°de iki hafta -80’de ise iki haftadan daha fazla saklanabilmektedir.

3.4.1 Eksozomlarin karakterizasyonu

KI-MKH, SMSH, MMSH, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen
eksozomlar, eksozom yiizey belirteci olan CD63 (556020) antikoru ile inkiibe edilerek akim

sitometri cihaziyla analiz edilmistir.

3.4.1.1 BCA Protein Tayini

[zole edilen eksozomlarda protein varligin1 gosterebilmek amaciyla BCA yontemi ile
protein tayini gosterilmistir. Eksozom kiti ile eksozomlar elde edildikten sonra elde edilen
peletten 20 pl alinarak hazirlanan 200 pl calisma soliisyonuna (196 pl Bicinchoninic asit + 4

ul CuS0O,) eklenerek 37°C ‘de bir saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 562 nm de
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spektrofotometre ile renk degisimi Olgiilmiis ve BSA standarti ile protein miktar

hesaplanmastir.

3.5 immunohistokimyasal ¢ahsmalar

Immunohistokimyasal ¢alismalarda, Ultravision Detection System Large Volume
Anti-Polyvalent, HRP (TP-125-HL) (RTU) ve ABC Staining System (for use goat primary
antibodies) immunohistokimya kitleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Uygun diliisyonlarda
hazirlanan; CD44 (MS-668-P), Connexin 43 (sc-59949), C-fos (sc-52), Osteonectin
(AB1858), Vimentin (MS-129-P) ve CDI105 (MS-1290-P) primer antikorlariyla 1 saat
inkiibasyondan sonra immunohistokimyasal kit prosediirii aynen uygulanip son asamada
Large Volume AEC kromojenle (Large Volume Substrat System-AEC Substrat Kit-(TA-125-
HA) ) enzim kompleksi gortiniir hale getirildi, Hematoxylin,Gill’s Formulation 2 ile ¢ekirdek
zit boyamas1 gerceklestirilip kurutulan preparatlar Crystal Mounting Medium ile kapatilip
Leica DMI 4000 Microsystems 151k mikroskobunda analiz edilip goriintiilendi (Negatif

kontroller i¢in, ayn1 yontem uygulanmis fakat primer antikor yerine PBS kullanilmstir).

3.6 immunofloresan cahsmalar

Immunofloresan calismalarda, methanolle -20°de fiksasyondan sonra rnekler blok
serumlarla 30 dk inkiibe edilmistir, daha sonra uygun dilisyonlarda hazirlanan; CD29 (MS-
596-P), Fibronectin (sc-8422), GFAP (MS-280-P), CD146 (sc-28667), Tenascin-c (sc-20932),
CD45 (5¢-25590), Cytokeratin 19 (sc-33119) ve Trophinin (sc-80002) primer antikorlariyla
+4 de bir gece bekletilen ornekler yine uygun diliisyonlarda hazirlanan FITC (sc-2024, sc-
2010) ve TR (sc-sc-2780) isaretli sekonder antikorlarla 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra ornekler UltraCruz™ Mounting Medium (sc-249414) ',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) ile kapatilip Leica DMI 4000 Microsystems floresan mikroskobunda
analiz edilip gortintiilenmistir (Negatif kontroller i¢in, ayn1 yontem uygulanmis fakat primer

antikor yerine PBS kullanilmistir).

3.7 Orneklerde E-cadherin ekspresyonu

Immunofloresan calismalarla E-cadherin  (sc-7870) primer antikoruyla ve bu
antikora uygun floresan isaretli sekonder antikor ile deney ve kontrol gruplar1 boyanarak E-

cadherin pozitif hiicre tesbiti yapilmustir.
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3.8 Gen ekspresyon calismalari (Real Time PCR)

Hucrelerde kanser hiicrelerine benzeyecek epitel yonde bir farklilasmay1
gozlemleyebilmek icin epitel/kanser Dbelirteglerinin gen ekspresyonlar1 incelenmistir.
Degisimlerin gen diizeyindeki analizi i¢in gercek zamanlhi-PCR yontemi kullanilmistir. E-
Cadherin, COX2, ERBB2, CK8 genlerinin ekpresyon diizeylerindeki degisimler
hesaplanmistir. Bu amagla, kemik iligi, saglikli ve malign meme stromal doku kaynakli
hiicrelerden total RNA izolasyonlar1t RNA Izolasyon Kiti (High Pure RNA Isolation Kit;
Roche, Mannheim, Almanya) ile gerceklestirilmistir. Izolasyondan sonra RNA
konsantrasyonu picodrop spektrofotometre ile dlgiilerek ve 0,5 pg total RNA olacak sekilde
cDNA'’ya (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit; Roche) ¢cevrim gerceklestirimistir.
Her bir 20 ul reaksiyon igerisinde; 10 ul SYBR boyasi iceren master karigimi (LC480 SYBR
Master Mix-I, Roche), 1 pl Primer ¢ifti karisimi, 0,5 pl cDNA ve 8,5 pl distile su olacak
miktarda eklenmistir. Ornekler en az {i¢ tekrar olacak sekilde ilgili genlerin primerleri ile
LC480 cihazi (Roche) ile ¢ogalmalari incelemistir. PCR kosullari; 95°C’de 10 dakika
inkiibasyon, takibinde 45 dongii 95°C’de 10 saniye, 60°C’de 30 saniye ve 72°C’de 60 saniye
seklinde uygulanmistir. Sonucglar ActB referans genine gore normalize edilmistir. Grafiklerde
ikinci tiirev azami deger degisimine gore C, degeri hesaplanmist1 ve degerlendirmeler kontrol

gruba goére yapilmistir.

29



Cizelge 3.1: Real Time PCR analizi ile ifadesi belirlenen genlerin dizileri.

Gen Primer dizi
E-cadherin | F:-GTCACTGACACCAACGATAATCCT
R-TTTCAGTGTGGTGATTACGACGTTA
F:CCTACAGGAAGCTGGA
CK3 R:GCTCAGACCAATAGCC
F: GAATCATTCACCAGGCAAATTG
COX2 | R TTTCTGTACTGCGGGTGGAAC
F: AGCCGCGAGCACCCAAGT
ERBB2 | & ITGGTGGGCAGGTAGGTGAGTT
F: TTCTACAATGAGCTGCGTGTG
ActB | R GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

3.9 Eksozomlarla birlikte ortak kiiltiir

KI-MKH ve SMSH’leri alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma ekilmistir. Hiicre
kiiltiir kabinda bu hiicreler %70 yogunluga ulastiktan sonra Ki-MKH, SMSH, MMSH, MCF-
7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen eksozomlar besiyeri igerisinde bu hiicreler
tizerine direkt olarak verilmistir. D6rt giin sonra bu hiicreler kiiltiir kabindan RNA izolasyonu
icin tripsinasyon ile kaldirilmistir. Alti kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarmin bir kismina
immiinolojik boyama amaciyla cam tabaka konulmustur. iki giin sonra cam tabaka iizerinde

hiicreler fikse edilerek immunofluresan boyama i¢in hazirlanmistur.

3.9.1 WST-1 Proliferasyon Testi

Hiucreler eksozomlar ile birlikte 48 saat kiiltiire edildikten sonra edildikten sonra
ortamdan ekzozomlar uzaklastirilmis ve hiicreler %0,25 tripsin ile kaldirilarak 96 kuyucuklu
kultiir kaplarina bes tekrar olacak sayida ekilmislerdir. 48. Saat sonunda hiicre ¢ogalma
hizlarinin belirlenmesi amaciyla ekimin hemen sonrasinda ve 24 saat kiiltiire edildikten sonra

hiicre sayilar1 belirlenmistir. Bu amagla WST-1 ((4-(3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-
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5-tetrazolio)-1,3-benzene disulfonate; Roche) testi kullanilmistir.  WST-1/hiicre ortami
karigimi (1:10) 100 pl hiicre /kuyucuk olacak sekilde eklenmistir. WST-1 iceren kuyucuklar
1.5 saat sonra 480 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (VersaMax Microplate Reader,
Molecular Devices, USA) kullanilarak 6l¢tilmistiir. Sonuglar Microsoft Excel’de grafiksel

olarak degerlendirilmistir.

3.10 istatistiksel analiz

Sonuglarm istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) programi
ile yapilmistir. Veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler igin Newman—Keuls metodu ile test
edilmislerdir. Her deney en az ti¢ kez tekrar edilmistir. Deney ve kontrol gruplar1 arasindaki
fark p<0,05 oldugunda anlamli ve p<0,01 oldugunda ileri derece anlamli olarak ifade

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Ki-MKH’larn Kiiltiirii

Izole edilen KI-MKH’lar pasaj iice kadar ¢ogaltilmis ve hiicrelerin morfolojileri
mikroskop altinda gézlemlenmistir (Sekil 4.1). Yapilacak olan ortak kiiltiirler ve eksozom

izolasyonu i¢in yeterli sayida elde edildikten sonra kalan hiicreler dondurulmustur. Hiicrelerin

morfolojileri MKH karakterine uygun 6zellikte goriilmustiir.

Sekil 4.1: Pasaj 2 ve pasaj 3 ‘teki KI-MKH’larmn (A,B) zit faz mikroskobunda morfolojik
gortntileri (Bar gubuklart: A-B 200pum).

4.1.1 Ki-MKH’larn karakterizasyonu

MKH belirteci olarak bilinen (CD29, CD44, CD45, CD73, CD90, CD106)
antikorlarla KI-MKH‘larmn karakterizasyonu akim sitometri yontemiyle incelenmistir (Sekil
4.2). Akim sitometri analizi sonucunda Ki-MKH’larda mezenkimal kok hiicre belirteclerden
CD29 (%94.28), CD90 (%96.87), CD44 (%94.52) ve CD73’tin (%92.02) yiiksek oranda
eksprese olduklar1 hematapoetik kok hiicre belirteglerinden CD45 (%0.27) ve CD106’nin

(%4,11) ise %5 den az ekspresyonu oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.2: KI-MKH’lerin akim sitometri yontemi ile karakterizasyonu.

4.2 Stromal hiicrelerin kiiltiirii
4.2.1 Saghkh meme stromal hiicrelerinin (SMSH) kiiltiirii

Meme kanseri olmayan hastalarin meme dokusundan almman dokudan elde edilen
stromal hiicreler pasaj {ice kadar ¢ogaltilmistir. Kiiltiirdeki hiicreler mikroskop altinda takip

edilmistir (Sekil 4.3). SMSH’leri morfolojileri MKH’lere benzer 6zellikte gozlemlenmistir.

33



Sekil 4.3: Pasaj 2 ve pasaj 3 ‘teki SMSH’lerin (A,B) zit faz mikroskobunda morfolojik
gortntiileri (Bar ¢ubuklari: A-B 200um).

4.2.2 SMSH’lerin karakterizasyonu

MKH belirteci olarak bilinen (CD29, CD44, CD45, CD73, CD90, CD106)
antikorlarla SMSH’lerinnin karakterizasyonu akim sitometri yontemiyle incelenmistir (Sekil
4.4). SMSH’lerinin akim sitometri analizi sonucunda mezenkimal kok hiicre belirteglerden
CD29 (9%99.73), CD90 (%99.79), CD44 (%99.40) ve CD73’lin (%99.59) yiiksek oranda
eksprese olduklar1 hematapoetik kok hiicre belirteglerinden CD45 (%0.25) ve CD106’nin

(%0.51) ise %5 den az ekspresyonu oldugu goriilmistiir.
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Sekil 4.4: SMSH’lerin akim sitometri yontemi ile karakterizasyonu.
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SMSH’lerin immunohistokimyasal yontemle karakterizasyonu; CD44, Connexin 43,
C-fos, Osteonectin, Vimentin ve CD105 gibi mezenkimal kok hiicrelerde eksprese oldugu
bilinen belirteclerle boyanarak yapilmis ve 1sik mikroskobu ile ¢ekilen fotograflarla bu
belirteglerin pozitiflikleri gézlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: SMSH’lerin immunohistokimyasal yontemle karakterizasyonu (A)CD44
(B)CONNEXIN43 (C)C-FOS (D)OSTEONECTIN (E)VIMENTIN (F)CD105.

SMSH’lerinde yapilan immunofloresan boyamalar sonucu CD29, Fibronektin, Gfap,
CD146, ve Trophinin gibi belirte¢lerde pozitiflik goriiliirken CD45, CK19 ve E-Cadherin gibi
belirteclerde pozitiflik gériilmemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: SMSH’lerin immiinofloresan  yontemle karakterizasyonu.  (A)CD29.
(B)FIBRONEKTIN (C)GFAP (D)CD146 (E)TENASCIN (F)CD45 (G)CK19 (H)
TROPHININ (I) E CADHERIN.

4.2.3 Malign meme stromal hiicrelerinin (MMSH) Kkiiltiirii

Meme timo6r dokusundan elde edilen ve kanser hiicreleriyle iliskili oldugu diistintilen
stromal hiicreler SMSH’leri ile ayni kosullarda ve ayni besiyeri ortaminda kiiltire edilmistir.
Kiltiir kabinin tabanina yapisan hiicrelerin morfolojileri mikroskop altinda gozlemlenmistir

(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: Pasaj 2 ve pasaj 3 ‘teki MMSH’lerinin (A,B) zit faz mikroskobundaki morfolojik
gorintiileri (Bar ¢gubuklart: A-B 200pum).

4.2.4 MMSH’lerin karakterizasyonu

MKH belirteci olarak bilinen (CD29, CD44, CD45, CD73, CD90, CD106)
antikorlarla MMSH ‘lerinin karakterizasyonu akim sitometri yOntemiyle incelenmistir.
MMSH’lerinin akim sitometri analizi sonucunda mezenkimal kok hiicre belirteglerinden
CD29 (%99.58), CD90 (%96.63), CD44 (%98.76) ve CD73’tin (%98.94) yiiksek oranda
eksprese olduklar1 hematapoetik kok hiicre belirteglerinden CD45 (%2,01) ve CD106’nin

(%2.21) ise %5 den az ekspresyonu oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8).

81 & &
g] 2.01% g 99.58% | gi96.63%
33 M1 3! W] 8o i
g g g
109 10' 102 10® 10 10% 10! 102 10® 10  10° 10' 10 10° 10%
CD45 FITC CD 29 PE anti-human CDS0
] & &
2] 98.76% 3 2.21% o] 98.94%
3 el 55 M1 g 5 i
2 8 8:
g g g
109 10" 102 10® 10 10 10! 102 10® 10 1% 10' 10® 10 10*
CD44 PE CD106 FITC CD73 PE

Sekil 4.8: MMSH’lerin akim sitometri yontemiyle karakterizasyonu.
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MMSH’lerin immunohistokimyasal yontemle karakterizasyonu; CD44, Connexin 43,
Osteonectin, Vimentin ve CD105 gibi mezenkimal kok hiicrelerde eksprese oldugu bilinen
belirteglerle boyanarak yapilmis ve 151k mikroskobu ile ¢ekilen fotograflarla bu belirteglerin
pozitiflikleri gézlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9:MMSH’lerin immunohistokimyasal yontemle karakterizasyonu (A)CD44
(B)CONNEXIN43 (C)C-FOS (D)OSTEONECTIN (E)VIMENTIN (F)CD105.
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MMSH’lerinde yapilan immunofloresan boyamalar sonucu, Fibronektin, GFAP,
CK19, E-Cadherin, CD146, ve Trophinin gibi belirteglerde pozitiflik goriilirken CD45 ve
CD29 gibi belirteglerde pozitiflik goriilmemistir (Sekil 4.10).

40



Sekil 4.10: MMSH’lerin immiinofloresan yontemle karakterizasyonu. (A) CD29. (B)
FIBRONEKTIN. (C) GFAP. (D) CDI146. (E) TENASCIN. (F) CD45. (G) CK19. (H)
TROPHININ. (I) E CADHERIN.

4.3 MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre dizilerinin kiiltiirii

MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre dizileri belirlenen besi yerlerinde

uygun sekilde cogaltilmistir. Kiiltiir kabindaki ¢ogalmalar1 ve biiylimeleri mikroskop altinda
incelenmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11: (A) MCF-7 ve (B) MDA-MB-231 hiicrelerinin zit faz mikroskobundaki
morfolojik goriintiileri (Bar ¢ubuklari: A-B 200pm).

4.4 Hiicrelerin serumsuz medyuma alinmasi

Elde edilen hiicrelerden eksozom izolasyonu yapabilmek igin kiiltiirdeki hiicreler bir
gece serumsuz (FBS) besiyerinde bekletilmistir. Serumdan gelebilecek her tiirlii maddeyi
devre dis1 brrakmak ve saf eksozom izolasyonu saglamak amaciyla hiicre kiiltiir kabmin
tabaninda belirli bir yogunluga ulasan hiicreler bir gece serumsuz besiyerine almmustir.
Serumsuz besiyerinde bir gece bekletildikten sonra hiicreler mikroskop altinda yogunluklari

ve canliliklarinin kontrol edilmesi i¢in incelenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Bir gece serumsuz besiyerinde bekleyen hiicrelerin zit faz mikroskobundaki
morfolojik goriintiileri (A)SMSH, (B)MMSH, (C)MCF-7, (D)MDA-MB-231, (E) Ki-MKH.
(Bar ¢ubuklar:: A-100 pm, B- 200pm, C-100 pm, D-100 um, E-200 pm).
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4.5 Eksozomlarn karakterizasyonu

PureExo® Exosome Isolation kit (from cell culture media) ile izolasyonu yapilan

eksozomlarin karakterizasyonu, eksozom belirteci olan CD63 ekspresyonu bakimindan akim

sitometrik yontemle incelenmistir ( Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Elde edilen eksozomlarda akim sitometri yontemiyle CD63 ekspresyonu (A)
MCF-7, (B) MDA-MB-231, (C) MMSH, (D) SMSH, (E) KI-MKH.

43



4.6 Eksozomlarla ortak kiiltiir

KI-MKH ve SMSH’leri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma ekilmis ve kabin
tabanima yapisip belirli bir yogunluga ulastiktan sonra eksozomlarla direk olarak ortak kiiltiire
almmistrr. Ortak kiiltiire alinan eksozomlar MCF7, MDA-MB-231, MMSH, Ki-MKH ve
SMSH’lerinden elde edilmistir. Ortak kiiltiirin devam ettigi giinlerde KIi-MKH ve
SMSH’lerindeki morfolojik degisimler mikroskop altinda izlenmistir. Ortak kiiltiiriin 1.
giiniinde farkli eksozomlarla inkiibe edilen Ki-MKH’lardaki morfolojik degisimler (Sekil
4.14) kontrol olarak kullanilan Ki-MKH eksozomlar1 ile ortak kiiltire gore

degerlendirilmisgtir.
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Sekil 4.14: Eksozomlarla ortak kiiltiir sonrast 1.giinde KI-MKH’larm zit faz mikroskobundaki
morfolojik goruntiileri. (A) MCF7 eksozomlar1 (B) MDA-MB-231 eksozomlar: (C) MMSH
eksozomlar1 (D) Kontrol, KI-MKH eksozomlar1. (Bar ¢ubuklari: A, B, C, D-200 pm).
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Ortak kiiltiiriin 2. giiniinde farkhi eksozomlarla inkiibe edilen Ki-MKH’lardaki
morfolojik degisimler (Sekil 4.15) kontrol olarak kullanilan Ki-MKH eksozomlart ile ortak

kiiltiire gore degerlendirilmistir.

Sekil 4.15: Eksozomlarla ortak kiiltiir sonras1 2.giinde KI-MKH’larin zit faz mikroskobundaki
morfolojik gortintiileri. (A) MCF7 eksozomlar1 (B) MDA-MB-231 eksozomlar1 (C) MMSH
eksozomlar1 (D) Kontrol, KI-MKH eksozomlar1. (Bar c¢ubuklari: A, D-200 pm, B, C-100

pum).
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Ortak kiltirtin 1. gtniinde farkli eksozomlarla inkiibe edilen SMSH’lerinin
morfolojileri mikroskop altinda gozlemlenmistir (Sekil 4.16). Kontrol olarak kullanilan

SMSH’lerinin eksozomlari ile ortak kiiltiire gore degerlendirilmistir.

morfolojik goriintiileri. (A) MCF7 eksozomlar1 (B) MDA-MB-231 eksozomlar1 (C) MMSH
eksozomlar1 (D) Kontrol, SMSH eksozomlari. (Bar cubuklari: A, B, C, D-200 pm).
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Ortak kiltirtin 2. gtniinde farkli eksozomlarla inkiibe edilen SMSH’lerinin

morfolojileri mikroskop altinda gozlemlenmistir (Sekil 4.17). Kontrol olarak kullanilan

SMSH’lerinin eksozomlart ile ortak kiiltiire gore degerlendirilmistir.

Sekil 4.17: Eksozomlarla ortak kiiltiir sonras1 2.giinde SMSH’lerinin zit faz mikroskobundaki
morfolojik goriintiileri. (A) MCF7 eksozomlar1 (B) MDA-MB-231 eksozomlar1 (C) MMSH
eksozomlar1 (D) Kontrol, SMSH eksozomlari. (Bar ¢ubuklari: A, B, C-100 um, D-200 pm).

4.6.1 Ortak Kkiiltiir 6ncesi ve sonrasi hiicrelerde E-cadherin ekspresyonu

Epitel hiicre belirteci olan E-cadherinin Ki-MKH ve SMSH’lerinde eksozomlarla
ortak kiiltiir sonras1 degisimi immiinoflouresan boyama yontemi kullanilarak incelenmistir.
Ortak kiiltiir yapilmadan onceki E-cadherin ekspresyonuyla ortak kiiltiir sonras1 E-cadherin

ekspresyonunun farkli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.18). SMSH ve Ki-MKH’lerde
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eksozomlarla ortak kiiltiir yapilmadan 6nce E-cadherin ekspresyonu goriilmezken MMSH,

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde ekspresyon belirgin bir sekilde gortilmiistiir.

50 ym

Sekil 4.18: Hiicrelerde ortak kiltiir yapilmadan 6nce E-cadherin ekspresyon diizeylerinin
immunofloresan yontemle gosterimi (A) MMSH (B) MCF-7 (C) MDA-MB-231 (D) SMSH
(E) KI-MKH. (Bar ¢ubuklar: A, B, C, D, E-200 pm).

Eksozomlarla ortak kiiltiir sonras1 2.giinde Ki-MKH’larda MMSH eksozomlari,
MCF-7 eksozomlari,ve MDA-MB-231 eksozomlari ile ortak kiiltiirde E-cadherin ekspresyonu
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gozlenirken kontrol olarak kullanilan Ki-MKH eksozomlari ile ortak kiiltiirde ekspresyon

gbzlenmemistir (Sekil 4.19).

Sekil 4.19: Ki-MKH’lerinde eksozomlarla ortak kiiltiir sonrasi 2.giinde E-cadherin
ekspresyon diizeylerinin immunofloresan yontemle gosterimi (A) MMSH eksozomlar1 (B)
MCF-7 eksozomlar1 (C) MDA-MB-231 eksozomlar1 (D) Ki-MKH eksozomlar1. (Bar
cubuklari: A, B, C, D, E-50 um).

Eksozomlarla ortak kiiltiir sonrasi 2.giinde SMSH’lerde MMSH eksozomlari, MCF-7
eksozomlari, ve MDA-MB-231 eksozomlar1 ile ortak kiiltiirde E-cadherin ekspresyonu
gozlenirken kontrol olarak kullanilan SMSH eksozomlar1 ile ortak kiiltiirde ekspresyon

gozlenmemistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: SMSH’lerinde eksozomlarla ortak kiiltiir sonras1 2.giinde E-cadherin ekspresyon
diizeylerinin immunofloresan yontemle gosterimi. (A) MMSH eksozomlar1 (B) MCF-7
eksozomlar1 (C) MDA-MB-231 eksozomlar1 (D) SMSH eksozomlari. (Bar ¢ubuklari: A, B,
C, D, E-50 um).

4.6.2 Ortak kiiltiir sonrasinda WST-1 Proliferasyon Testi

Eksozomlarla ortak kiiltiir sonras1 0 ve 1.giinlerde hiicrelerin ¢ogalma kapasiteleri
WST-1 yontemiyle incelenmistir (Sekil 4.21). 0. ginde SMSH’lerde  MMSH’lerin
eksozomlari ile birlikte proliferasyonun Ki-MKH’larm MMSH’lerin eksozomlari ile birlikte
kiiltiirtine gore anlamli derecede arttig1 goriilmustir (p=0.0069). Ortak kdltiiriin 1. giiniinde
SMSH’lerde MMSH’lerin eksozomlar1 ile birlikte proliferasyonun ileri derecede anlamli
olarak arttig1 goriilmiistiir (p<0.001). SMSH’lerde, KI-MKH’larm ortak kiiltiirlerine gore
MCF-7 (p=0.0029) ve MDA-MB-231 (p=0.0013) eksozomlar1 ile kiiltiir sonucu

proliferasyonda anlamli derecede artis oldugu goriilmiistiir.

50



CogalmaHizi (%)

60 -

40

30 -

20

ek

* K

MCF7

MDA-MB-231

MMSH

KI-MKH

100 4

og -

80

Cogalma Hiz1 (%)

MCF?

e
] I I

MDA-MB-231 MMSH SMSH

Sekil 4.21:Eksozomlarla ortak kiiltiir sonrasi eksozomlar uzaklastirildiktan sonra hiicrelerdeki
cogalma hizinin WST-1 yontemiyle gosterilmesi (p<0.001).

4.6.3 Ortak Kkiiltiir sirasinda Ger¢ek-Zamanh hiicre izleme

Eksozomlarla ortak kiiltiir edilen SMSH’leri ve Ki-MKH’lerin ¢ogalmalar1 1 giin

boyunca ger¢ek zamanli hiicre izleme cihaziyla (RTCA-DP, ACEA Biosciences) takip

edilmistir (Sekil 4.22). KI-MKH ve SMSH’lerde MMSH eksozomlar1 ile ortak kiiltiir sonucu

en fazla proliferasyon egrisinin oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.22:Eksozomlarla ortak kiiltir sonrast Gergek-Zamanli hiicre izleme cihaz1 ile
proliferasyonun gosterilmesi. 0 ve 1.giinlerde hiicrelerin ¢ogalma kapasiteleri WST-1
sonuglarint desteklemek amaciyla Gergek-Zamanl hiicre izleme cihazi (RTCA-DP, ACEA
Biosciences) ile incelenmistir.

4.6.4 Ortak Kiiltiir Sonrasi Real time PCR analizi

SMSH ve Ki-MKH’leri ile eksozomlarm ortak kiiltiirii sonucu Real Time PCR
analizi ile CK8 gen ekspresyonu analizi yapilmistir (Sekil 4.23). SMSH (S) lerle

eksozomlarm ortak kiiltiirii sonucu yapilan CK8 analizi sonucu MDA-MB-231 eksozomlar1
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ile birlikte CK8 ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir. KI-MKH’larin eksozomlarla kiiltriinde

ise CK8 ekspresyonu goriilmemistir.

CK8

1,2 0,0012

1 - 0,001 -
0,8 - 0,0008 -|
0,6 - 0,0006 -
0,4 - 0,0004 -
0,2 0,0002 -

0 . ; 0 T w .

MCF7/s MDA/S MMSH/S MCF7/MSC MDA/MKH  MMSH/MKH

Sekil 4.23: SMSH ve Ki-MKH’leri ile eksozomlarmn ortak kiltiirii sonucu Real Time PCR
analizi ile CK8 gen ekspresyon grafigi.

SMSH ve KI-MKH’leri ile eksozomlarm ortak kiiltiirii sonucu Real Time PCR
analizi ile E-cadherin gen ekspresyonu analizi yapilmistir (Sekil 4.24). SMSH’lerde MDA-
MB-231 ve MMSH eksozomlart ile ortak kiiltiir sonras1 E-cadherin ekspresyonu artarken Ki-
MKH’larda MMSH eksozomlar1 ile ortak kiiltiirde belirgin olarak ekspresyon artmugtir.
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E-CADHERIN
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MCF7/S MDA/S MMSH/S MCF7/MKH MDA/MKH MMSH/MKH

Sekil 4.24: SMSH ve Ki-MKH’leri ile eksozomlarm ortak kiiltiirii sonucu Real Time PCR
analizi ile E-Cadherin gen ekspresyon grafigi.

SMSH ve Ki-MKH’leri ile eksozomlarm ortak kiiltiirii sonucu Real Time PCR
analizi ile Cox2 gen ekspresyonu analizi yapilmistir (Sekil 4.25). SMSH’lerde MDA-MB-231
MCF-7 ve MMSH eksozomlar1 ile ortak kiiltiir sonras1 Cox2 ekspresyonu artarken Ki-
MKH’larda MDA-MB-231 MCF-7 ve MMSH eksozomlar: ile ortak kiiltiir sonrasi Cox2

ekspresyonu belirgin olarak azalmistir.
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COX2
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Sekil 4.25: SMSH ve Ki-MKH’leri ile eksozomlarmn ortak kiltiirii sonucu Real Time PCR
analizi ile COX2 gen ekspresyon grafigi.

SMSH ve KI-MKH’leri ile eksozomlarm ortak kiiltiirii sonucu Real Time PCR
analizi ile ERB2B gen ekspresyonu analizi yapilmistir (Sekil 4.26). SMSH’lerde MDA-MB-
231 ve MCF-7 eksozomlar1 ile ortak kiiltir sonrast ERB2B ekspresyonu artarken Ki-
MKH’larda MDA-MB-231, MCF-7 ve MMSH eksozomlari ile ortak kiiltiir sonras1t ERB2B

ekspresyonu belirgin olarak azalmistir.
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ERBB2
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Sekil 4.26: SMSH ve Ki-MKH’leri ile eksozomlarin ortak kiiltiirii sonucu Real Time PCR
analizi ile ErbB2 gen ekspresyon grafigi.
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5. TARTISMA

Tiumoér mikrogevresinin meme kanseri tizerinde kanseri baglatma, biiyiitme, goe,
metastaz ve terapotik direnci arttrma gibi 6zellikleri oldugu 6nceden gosterilmistir (Mao et
al, 2013). Bu nedenle bu ¢alismada primer meme tiimér dokusundan elde edilen MMSH’leri
ve saglikli meme dokusundan elde edilen SMSH’lere odaklanilmistir. Kanser mikrogevresine
icinde yer aldigi dokuya bagli olarak bircok hiicre tipi yer aldigindan primer meme
kanserinden elde edilen hiicreler arasinda mezenkimal ve epitel benzeri hiicreler
gozlemlenmistir. Bu hiicreler onlara 6zgii belirteglerle tanimlanmis ve farkli gen ekspresyon
profillerine sahip olduklar1 gosterilmistir (Gudjonsson et al, 2002). Mikrogevrede bulunan bu
kok hiicrelerin  kanserli hiicrelerden etkilendikleri diisiiniilerek KI-MKH hiicreleri bu
calismada kullanilmistir. Kanser hiicreleri ile iligkili eksozomlarm stromal ve mezenkimal
kok hiicreler tizerindeki etkilerinin arastirilmasiyla eksozomun timér gelisimi tizrindeki etkisi
incelenmistir. Mikrogevrenin i¢erisinde bulunan hiicrelerin birbirlerinden etkilenmeleri hiicre-
hiicre etkilesimiyle oldugu kadar hiicrelerin ortama saldiklar1 eksozomlar araciligiyla da
gerceklestiginden timor gelisimi lizerinde goz ardi edilemeyecek etkilerinin oldugu bu
calismada gosterilmistir. Son yapilan c¢alismalar eksozomlarin hiicre-hiicre etkilesimi
olmaksizin  hiicrelerin ~ birbirinden etkilenmesinde  6nemli roller {stlendiklerini
kanitlamaktadir. Eksozomlarin hiicreleraras1 iletisimde gorev alarak hiicre polaritesi,
farklilasma, go¢, kemoterapi direnci, immiinoregiilasyon, enflamasyon, pihtilasma,
anjiyojenez, ve kanser metastazi gibi olgulart etkiledikleri yapilan c¢aligmalarla ortaya
konmustur (Lee et al, 2011). Timor kaynakli eksozomlarin stromal hiicreler tizerine etkisi
adipoz doku kaynakli kok hiicreler ve meme kanseri hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin
birlikte stromal hiicreler tizerine uygulanmasiyla incelenmis ve eksozom verilen adipoz doku
kaynakli kok hiicrelerin a-SMA ekspresyonunu azaltarak tiimorle iliskili myofibroblastlarin
fenotipini sergilediklerini goriilmiistiir (Cho et al, 2012).

Bu cahismada kanser hiicrelerinden elde ettigimiz eksozomlarm mikrogevre
icerisinde bulunan stromal hiicrelere ve MKH’lari iizerinde farklilasma, ¢ogalma ve gen
ekspresyonlar1 bakimimdan etkilerinin anlasilmas icin SMSH’leri ve Ki-MKH’lar iizerine
kanser hiicresi kaynakli eksozomlar1 eklenerek bu kiiltiir ortamindaki degisikler aragtirilmistir.

Insan meme kanseri hiicre dizileri MCF-7 ve MDA-MB-231 bu calismada kullanilmistir.
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Ki-MKH, SMSH ve MMSH ’lerini in-vitro kosullarda kiiltiire edildiginde pasaj iki ve
ticteki morfolojik goriintiilerinde her bir hiicre hattinda MKH benzeri hiicreler elde edildigi
gbzlemlenmis, bu hiicrelerin MKH belirteci olarak bilinen (CD29, CD44, CD73, CD90)
belirtecleri ifade etikleri akim sitometri yontemiyle gosterilmistir. Akim sitometri sonuglarini
desteklemek amaciyla yapilan immiinohistokimyasal ve immunofloresan boyama
yontemleriyle MKH belirteclerinin ekspresyonlarma bakilmistir. immunohistokimyasal
boyamalarda CD44, connexin 43, C-fos, osteonectin, vimentin ve CD105 belirteglerinin
ekspresyonlar1 incelenmigtir. Bu ¢ hiicrenin mezenkim karakterine sahip oldugu
gosterilmesine ragmen MMSH’lerin diger iki hiicreden bazi yonlerden ayr1 oldugu
bulunmustur. SMSH ve MMSH’leri arasinda karsilastrmali olarak incelendiginde bu
belirteclerden CD44, connexin 43, osteonectin, vimentin ve CD105’in Ki-MKH’larda oldugu
gibi iki hiicre dizisinde de pozitif iken c-Fos ‘un MMSH’lerinde negatif oldugu goriilmiistiir.

Immunofloresan boyamalarda CD29, fibronektin, GFAP, CD146, tenascin-c, CD45,
sitokeratin 19, trophinin ve E-cadherin belirte¢lerinin ekspresyonlart SMSH ve MMSHleri
arasinda karsilastirildiginda bu belirteclerden fibronektiny GFAP, CD146 ve trophininin her
iki hticre dizisinde de pozitif oldugu, hematopoetik kok hiicre belirteci olan CD45’in de
negatif oldugu saptanmustir. Epitel hiicre belirtecleri, sitokeratin 19 ve E-cadherinin, ise
MMSH’de pozitif olmasina ragmen SMSH’lerinde negatif olduklar1 belirlenmistir. Bazi
belirteclerin SMSH’lerinde negatif olup MMSH’lerinde pozitif olmasi stromal hiicrelerin
kanserli hiicrelerden mikrogevre igerisinde etkilendigini isaret edebilir. Deneyde kullanilan
meme kanseri hiicre dizileri epitel hiicre karakteri tasidigindan MMSH’lerinin de epitel
ozellik gostermesi bu hiicrelerin kanser hiicrelerinden etkilenerek farklilasma yoniine gitmis
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ki-MKH ve SMSH’lerinin besiyeri igerisine eklenen eksozomlarla iki giin ortak
kiltiirde hiicreler bekletilmis ve ortak kiiltiir sonucunda hiicrelerin morfolojisinde herhangi bir
degisiklik olup olmadig1 arastirilmustir. Hiicrelerdeki morfolojik degisimlere bakildiginda
birinci giinde MCF-7, MDA-MB-231 ve MMSH eksozomlarmin Ki-MKH’lerinde epitel
benzeri birkag hiicre gozlenirken kontrol olarak kullanilan Ki-MKH ekszomlarmin ortak
kiiltiirtiinde herhangi bir morfolojik degisim gozlenmemistir. Kiilttiriin ikinci gliniinde MCF-7,
MDA-MB-231 ve MMSH eksozomlarmm Ki-MKH’leri ile kiiltiiriinde epitel benzeri
hiicrelerin varligi gozlenirken kontrol olarak kullanilan Ki-MKH ekszomlarinm ortak

kiiltiirtinde herhangi bir morfolojik degisim gozlenmemistir.
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Kanser hiicre hatlar1 ve timor dokusu stromal hiicrelerinden salman eksozomlardan
etkilenerek Ki-MKH’lerinin epitel benzeri hiicrelere farklilasmas1 MKH’larin mikrogevredeki
kanserli hiicrelerin eksozomlarindan etkilendigini gostermektedir. SMSH’lerindeki morfolojik
degisimlere bakildiginda KI-MKH’lerdeki gibi bir etki goriilmiis fakat MMSH’lerinin
eksozomlari ile ortak kiiltiirde epitel benzeri hiicre sayismin daha fazla oldugu gorilmistiir.
Kontrol olarak kullanilan SMSH eksozomlar1 ile ortak kiiltiirde ise herhangi bir epitel benzeri
hiicre goriilmemistir.

Eksozomlar ile yaptigimiz ortak kiiltiirde kanser hiicre hatlarindan elde ettigimiz
eksozomlarm saglkli hiicreler tizerinde etkisi kanser benzeri bir doniisiim ile gostermesi
beklenmistir. Hareketli, kutuplu veya ig seklinde mezenkimal hiicrelerden epitelyum adi
verilen diizlemsel ve polarize hiicrelere doniisiimii mezenkim-epitel gecisi (MET) olarak
adlandirilmaktadir ve geri doniisiimlii biyolojik bir siirectir. Sabit ve apikal-polarize 6zelligi,
sik1 baglant1 kurma ve E-cadherin gibi hiicre-hiicre yapisma belirtecleri ile karakterize edilen
epitel hiicrelerin aksine mezenkimal hiicreler, hiicre-hiicre temasi yapmazlar, vimentin,
fibronektin ve N-cadherin gibi belirtegleri eksprese ederler. MET in normal gelisim siireci,
kanser metastazi ve uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin yeniden programlanmasi durumunda
meydana geldigi gosterilmistir (Baum et al, 2008, Thiery 2002, Hugo et al, 2007). E-cadherin
timoriin metastaz potansiyelini iki ayr1 yolla etkiler; primer tiimor icerisinde dogrudan
hiicrelerin birbirlerine tutunmalarini arttirarak ve dolayli olarak b-katenin sinyalizasyonu
araciligtyla kansere tesvik edici genlerin ekspresyonunu etkileyerek (Ponce et al, 2014). E-
cadherin kalsiyum bagimli homotipik hiicre-hiicre adezyonu ve epitel hiicrelerinin normal
fenotipi muhafaza edilmesinde rol oynayan bir zar glikoprotein oldugundan E-cadherin
ekspresyonunun azalmasi meme kanserinin invazyonunun artmasi ile iligskilendirilir.

Ortak kiiltiiriin ikinci giinii sonunda KI-MKH ve SMSH ‘lerinde E-cadherin
ekspresyonu immunofloresan boyama yontemiyle arastirilmistir. Ortak kiiltlire alinmadan
once hiicrelerde yapilan E-cadherin boyamalarinda MMSH, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde E-cadherin pozitif boyanmasi goézlenirken SMSH’leri ve KIi-MKH’lerinde
herhangi bir pozitiflik gézlenmemisti. MMSH, MCF-7 ve MDA-MB-231 eksozomlari ile
birlikte ortak kiiltiir sonrasinda KI-MKH’lerinde E-cadherin ekspresyonunun az da olsa
varlig1 goriilmiistiir. Kontrol olarak kullanilan Ki-MKH eksozomlar1 ile ortak kiiltiirde ise
herhangi bir boyanma goriilmemistir. SMSH’lerinde MMSH, MCF-7 ve MDA-MB-231

eksozomlar1 ile birlikte kiiltiir sonrast E-cadherin ekspresyonunun Ki-MKH’lerinde
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oldugundan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Kontrol olarak kullanilan SMSH eksozomlari ile
ortak kiiltiirde ise herhangi bir boyanma goriilmemistir. KI-MKH’larin kiiltiir sonunda E-
cadherin ekspresyon seviyeleri ¢ok diisiik olmakla birlikte MMSH eksozomlar1 ile ortak
kiiltiir sonras1 ekspresyonun daha fazla oldugu dikkat ¢ekmistir. Kanser karakter kazanan
stromal hiicrelerin MKH’lar1 etkileyebilecegi ve mikrogevrede bu hiicrelerin zamanla kanser
hiicresi 6zellikleri kazanabilecegi goz ardi edilmemelidir.

Ortak Kkiiltiir sonrast yapilan E-cadherin gen ekspresyonu analizi sonucunda,
SMSH’lerinin MDA-MB-231 ve MMSH eksozomlar1 ile kiiltiirtinde E-cadherin
ekspresyonunun oldukc¢a yiiksek oldugu goriilmiistiir. MCF-7 eksozomlar1 ile SMSH’lerinin
kultiirtinde ise daha az bir ekspresyonu gozlenmistir. Stromal hiicreler meme kanseri hiicre
dizilerinden ve MMSH lerinden etkilenerek eksozomlarla ortak kiiltiir sonras1 Ki-MKH’lerine
gore daha kuvvetli epitel karakter kazanmistir. Deneyde ortak kiiltiir sonras1 KI-MKH’lerinde
E-cadherin ekspresyonunun daha az goriilmesinin sebebi olarak kok hiicrelerin bu
eksozomlara karsi koymak i¢in bir mekanizma gelistirmis olabilecegi diistiniilmustiir.

Tumor kaynakli eksozomlarin tiimérogeneze arabuluculuk ederek kemik iligini
etkilemesi ile metastazi gelistirdigi belirtilmistir (Peinado et al, 2012). Tiimoriin ilerlemesi
kanser hiicrelerinin birbirleriyle ve mikrogevrelerinde bulunan komsular1 normal hiicrelerle
iletisimine baglhdir. insan kanser hiicrelerinden elde edilen eksozomlar kanser hiicreleri
arasinda sinyal proteinlerinin taginmasi ve invasif aktiviteye katkida bulunmalar1 sebebiyle
dikkat ¢cekmektedirler. Kanser hiicresinden kaynakanan eksozomlar ¢esitli hiicre sistemlerinde
islev bozuklugu ve apoptozisi uyarabilecegi bildirilmistir (Aharon ve Brenner, 2009). Marc A.
Antonyak ve arkadaslar1 2011 de yaptiklar1 bir ¢aliymada eksozomlarm onkogenezde de
onemli bir rol oynayabilecegi iizerinde durmaktadirlar. Iki farkl1 insan kanser hiicre dizisinden
(MDA-MB-231 meme karsinoma hiicreleri ve U87 glioma hiicreleri) elde ettikleri
eksozomlarmn normal fibroblastlar ve epitelyal hiicreler tizerine kanser hiicrelerinin
ozelliklerini aktardiklar1 bu ¢aligma ile gosterilmistir (Antonyak et al, 2011).

Eksozomlarla ortak kiiltiir edilen KI-MKH ve SMSH’lerinde hiicrelerin ¢cogalma
kapasiteleri tizerindeki etkilerini gorebilmek amaciyla WST-1 Proliferasyon Testi yapilmistir.
Hiicre ¢ogalma analizi sonucunda SMSH’lerinde KI-MKH hiicrelerine gére daha fazla
cogalma goriilmiistir. MMSH’lerinin eksozomlar1 ile SMSH’lerinin ortak kiiltiirii sonucu
SMSH’lerinde MCF-7 ve MDA-MB-231 eksozomlari ile ortak kiiltiirdekinden daha yiiksek
bir ¢ogalma oldugu gozlenmistir. Buna karsmn Ki-MKH’lerinde ¢ogalmada yavaslama hatta

60



durma gozlenmistir. Kontrol olarak kullanilan SMSH’leri ve Ki-MKH’larin eksozomlar1 ile
ortak kiiltiir sonucunda artista anlamli bir fark goriilmemistir. WST-1 sonuglarini desteklemek
amaciyla Gergek-Zamanh hiicre izleme cihaz1 ile incelenmis ve WST-1 sonuglar ile
karsilastirildiginda yine KI-MKH ve SMSH’lerinin MMSH’leri eksozomlar1 ile birlikte
cogalmalarmin diger eksozomlara gore daha fazla arttigi goriilmiistiir. Bu sonug, primer
dokudan izole edilen MMSH’lerinin hiicreler iizerindeki etkisinin kanser hiicre hatlarina
nazaran daha kuvvetli oldugu sOylenebilir. Bu etki kanser hiicresi olmayan ama timor
mikrocevresinden alinmig stromal hiicrelerin kanser hiicresinden etkilendigini ve bu stromal
hiicrelerin ayn1 ortam1 paylastigi diger hiicreleri de eksozomlar aracilig ile etkilediginin bir
gostergesidir.

Cogalmanin yaninda ilgili belirtegler ile kanser 6zelliklerinin kazanimi incelenmistir.
Gen ekspresyon analizlerinde CK8, COX-2, E-cadherin ve ERBB2 genlerinin
ekspresyonlarina bakilmistir. CKS (sitokeratin-8 veya keratin-8) duktal meme karsinomadan
lobular meme karsinomaya farklilasmada ifade edilen bir belirtectir (Moriya et al, 2006).
Sonuglarimizda CK8 ekspresyonu KI-MKH ile eksozomlarn ortak kiiltiiriinde gozlenmezken,
SMSH’lerinde MDA-MB-231 ve MMSH eksozomlar1 ile ortak kiiltiirde eksprese oldugu
gortilmustir. SMSH’lerinin MCF-7 eksozomlar ile ortak kiiltiiriinde ise CK8 ekspresyonu
goriilmemistir. KI-MKH’larda CKS8 ekspresyonunun goriilmemesi meme kanseri ileri
safhalarinda bu belirtecin ifade olmasi ile iliskili oldugu diisiniilmektedir. MKH’larm ayni
zamanda kanser hiicrelerinden etkilenmemek i¢cin savunma mekanizmasi gelistirdigi de
dustiniilmektedir.

COX-2 temelde dokularda sinirh diizeyde ifade edilmekte (Williams et al, 1999;
Herschman 1996). Ancak COX2 sitokinler, biiyiime faktorleri, onkojenler gibi pek c¢ok
uyartyla indiiklenebilmekte ve inflamatuar yanitin 6nemli bir parcasidir. COX-2’nin bazal
durumlarda, dokulardaki diizeyi ¢ok az ya da saptanamayacak diizeydedir. Degisik organ ve
sistemlerde COX-2 farkli fonksiyonlar tizerine etkilidir. COX-2 upregulasonu 6zellikle kolon
kanserlerinde dikkat ¢ekicidir. COX-2 normal kolonik mukozada tayin edilemezken
kolorektal adenokarsinomlarn %85' inde artmis olarak bulunur. Benzer olarak COX-2
immunhistokimyasal olarak normal meme dokusunda bulunmazken, meme karsinomlarinin
%40"'nda ytiksek oranda ifade ettigi bildirilmistir. Bunlar ve diger organlarin kanserlerine ait
benzeri veriler COX2 upregulasyonunun insan karsinomlarinda sik bir bulgu oldugunu

gostermektedir (Boland et al, 2004; Ristimaki et al, 2002).
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Deneyde COX-2 gen ekspresyonunun SMSH’leri ile eksozomlarin ortak kiiltiiriinde
yiiksek oranda ifadesi oldugu goriilmiistiir. Ozellikle MCF-7 ve MDA-MB-231 eksozomlar1
ile ortak kiiltiirdeki SMSH’lerinde MMSH eksozomlarma oranla daha ytiksek bir COX-2
ekspresyonu goriilmiistiir. KI-MKH’larla eksozomlarin ortak kiiltiiriinde ise COX-2
ekspresyon ¢ok az miktarda gozlenmistir. En fazla COX-2 ekspresyonu Ki-MKH ve MMSH
eksozomlari ile ortak kiiltiirde goriilmiistiir. Onemli bir nokta olarak, hiicre kiiltiirlerinde
yapilan c¢aligmalar yiksek COX-2 ekspresyonunun epitelyal hiicrelerin hiicre-disi-matrikse
yapismasini kolaylastirdii ve hiicreleri apoptoza dayanikli hale getirerek tiimorojenik
potansiyel kazandirdigi gosterilmistir. Bu fenotipik degisiklikler yiiksek segici COX-2
inhibitorleri verilerek geriye dondirtlmistiir (Tsujii ve DuBois, 1995). COX-2
ekspresyonunun SMSH’lerinin meme kanseri hiicre dizileri ve MMSH eksozomlari ile ortak
kultiirtinde yiliksek olmasimin sebebi bu hiicrelerin epitel karakter kazanmaya baslamasi ile
tiimorojenik 6zellige yaklagmis olabilecekleri diisiiniilmiistiir. COX-2‘nin timor olusumunda
kanser hiicrelerinin apoptoza kars diren¢ kazandirarak siirecin desteklenmesine neden oldugu
bildirilmistir (Dempke et al, 2001). WST-1 sonug¢larinin gosterdigi gibi apoptoz siirecinde bu
hiicrelerin COX-2 ile paralel olarak direng gosterdigi ve proliferasyonlarmi arttirdigi
goriilmistiir. Meme karsinomlarinda artmis COX2 protein seviyeleri farkli ¢aligmalarda %17
ile %84 arasinda degismekle birlikte yaklasik olarak %40 civarinda tespit edilmistir (Boland
et al, 2004; Ristimaki et al, 2002).

COX-2 protein daha ¢ok tiimor epitelyumunda bulunmakla birlikte ihmal edilebilir
diizeyde normal epitelde de bulunmaktadir. KI-MKH’lar ve eksozomlarla yapilan ortak
kultiirde ise ¢ok az seviyede ekspresyon olmasi normal hiicrelerde de bu genin az da olsa
eksprese oldugunun bir gostergesi olarak diistiniilmiistiir. Ki-MKH’larla MMSH eksozomlar1
ile ortak kiiltiirde MDA-MB-231 ve MCF-7 eksozomlar ile ortak kiiltiire oranla daha fazla
COX-2 ekspresyonu goriilmesi de tiimor stromasinda bu genin daha fazla ifade edildigini
gosteren bir kanit olarak diistiniilmiistir. COX-2 upregulasyonu transgenik farelerin ve
kemirgenlerin karsinojene bagli meme tiimorlerinde de tespit edilmistir (Hamid et al,1999;
Robertson et al 1998 ).

Insan meme kanserlerindeki COX-2 yiiksek ifadesi hastah@m agresyonu, artmis
timo6r boyutu, yiiksek tiimor derecesi, artmis mitoz sayisi, hormon reseptor negatifligi ve
HER2 (human epidermal growth factor receptor 2; c-ERBB2) ifadesindeki artig ile bazi
parametrelerle uyumluluk gostermektedir (Boland et al, 2004; Wulfing et al, 2003; Ristimaki
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et al, 2002; Oshima et al, 1996 ). Gen ekspresyonu sonug¢larimizda ERBB2 ve COX-2 gen
ekspresyonlari1 birbiri ile uyumlu goriilmiistiir.

ERBB2 (HER2) insan meme kanserlerinde sik ifade edilen bir gendir. C-erbB-2
onkogeni normal hiicrelerde tek kopya halinde olup 17.kromozomda lokalizedir.. HER2,
epidermal buytime faktorii reseptér (EGFR/ERBB) ailesinin bir tiyesidir. ERBB2 gen
ekspresyonu sonucunda da COX-2 ile hemen hemen ayn1 ekspresyon profili goriilmiistiir. KI-
MKH’lerinin eksozomlarla kiltiiriinde az bir ekspresyon gorilirken SMSH’lerinin
eksozomlarla kiltiirinde ERBB2 ekpresyonunun yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir. Bu
onkogenin yiiksek ifadesi agrasif tipteki meme kanserinde, kanserin ilerlemesi ve gelisiminde
onemli rol oynadig1 gosterilmistir. En yliksek ERBB2 ekspresyonu da metastatik meme
kanseri hiicre dizileri olan MDA-MB-231 ve MCF-7 eksozomlar1 ile SMSH’lerin ortak
kultiirinde gorilmistir. MMSH eksozomlar1 ile SMSH’lerinin ortak kiiltiirinde ERBB2
ekspresyonunun varligmin, stromal hiicrelerin kanser hiicrelerinden etkilendiginin bir
gostergesi olabilecegi diisliniilmiistiir. Son yillarda bu protein meme kanseri hasta vakalarmin
yaklasik %30°u i¢in bir belirte¢ ve tedavi i¢in onemli bir hedef haline gelmistir (Mitri et al,
2012).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Karmasik kanser tiirlerine karsi tedavide basari; timoér i¢indeki farkli bilesenlerin
arasindaki etkilegimlerin inceliklerini tam olarak anlamamiza baghdir. Kanser hiicrelerinden
timor icerisine ve timor mikrogevresine saliman molekiillerin mikrogevredeki diger hiicreleri
etkilemesinde rolii olan faktorlerin bilinmesi bu hiicrelerin ¢evresindeki hiicreleri kendine
benzetmesine ve kanserin metastazinin Onlenmesine olanak saglayacaktir. Hiicrelerin
mikrocevrelerine salgiladiklar1 ve salgilandigi hiicrenin antijen agisindan birer kopyasi olan
eksozomlar onemli fonksiyonlar1 olan ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 iletisimde biiyiik rol oynayan
kiigiik partikiillerdir. Eksozomlarin hiicreler arasi iletisimde biiyiik bir 6neme sahip olmas1 bu
partikiiller {izerine yapilan ¢alismalarin artmasina sebep olmustur. Kanser hiicrelerinin etki
mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in bu hiicrelerden salgilanan eksozomlarin arastirilmasi
gerekmektedir. Neoplastik hiicrelerden salgilanan eksozomlarin antijen ag¢isindan orijinal
hiicrelerin birer kopyasi olmalar1 eksozomlarin kanser immiinoterapisinde kullanimi i¢in umut
vaad etmektedir (Suntres et al, 2013).

Meme kanseri hiicrelerinin stromal ve kok hiicreler {izerine etkisinin anlagilmasi i¢in
dogrudan kanser hiicrelerinin ve mikrogevrede bulunan kanserle iliskili oldugu diisiiniilen
hiicrelerin eksozomlari ile yapilan ortak kiiltiir sonucunda hiicre-hiicre etkilesimi olmaksizin
eksozomlar araciligiyla stromal ve kok hiicrelerin kanser hiicrelerinden etkilendigi
gosterilmistir. E-cadherin immiin boyamalari, WST-1 hiicre ¢ogalma analizi sonuglar1 ve gen
ifadelerine gore KI-MKH’lerin kanser hiicre eksozomlarindan SMSH’leri ile
kargilastirildiginda daha az etkilendikleri goriilmiis, kok hiicrelerin kansere karsi direng
gosterdikleri ve ¢ogalmalarini yavagslatarak kanser hiicrelerinin salgilarindan gelebilecek
etkiyi azaltmaya calistiklart gozlemlenmistir. MMSH’lerinin eksozomlar1 ile yapilan ortak
kiiltiirde hiicre ¢ogaliminin, E-cadherin ekspresyonunun ve E-cadherin gen ifadesinin kanser
hiicre dizilerinin eksozomlar1 ile ortak kiiltiire gére fazla olmasi mikrogevredeki kanserden
etkilenen  hiicrelerin  salgiladiklar1  eksozomlarla  ortamdaki  diger  hiicreleri
etkileyebileceklerini gostermistir. Mikrogevredeki hiicreler tiimor igerisindeki kanser
hiicrelerinden etkilenip ¢evrelerindeki saglikli hiicrelere eksozomlar1 araciligiyla kanser hiicre
karakteri kazandirabilirler.

Eksozomlar farkli hiicre tipleri arasinda giicli bir genetik bilgi aktarimi
kaynagidirlar. Eksozomlarin daha 1iyi anlagilmast ve tam olarak mekanizmasinin
coziimlenmesi ile kanser hiicrelerinin ve mikrogevredeki diger hiicrelerin birbirleri ile
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etkilesim basamaklar1 anlasilabilir ve kansere karsi1 hiicrelerin verecekleri tepkiler ile kanserin
hiicrelere yapacagi etkilerin oniine gecilebilmek i¢in tedavi yontemleri gelistirilebilir. Kanser
tedavisinde kanser hiicrelerinin yok edilmesi hedeflenirken mikrogevredeki diger hiicrelerin

de kanser hiicrelerine benzer 6zellikler kazandig1 diistiniilmelidir.
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2)X. Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu Diizenleme Kurulu
Uyesi, 14-18 Haziran 2010, Kocaeli.

3)XI. Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu Diizenleme
Kurulu Uyesi, 11-15 Ekim 2010, Kocaeli.

4)XII. Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu Diizenleme
Kurulu Uyesi, 29 Kasim-3 Aralik 2010, Kocaeli.

5)XIII. Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu Diizenleme
Kurulu Uyesi, 13-17 Aralik 2010, Kocaeli.

6)XIV. Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu Diizenleme
Kurulu Uyesi, 21-25 Mart 2011, Kocaeli.
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TXV. Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu (Kocaeli
Universitesi-Tiirk Histoloji ve Embriyoloji Dernegi ve TUBITAK Destekli) Diizenleme
Kurulu Uyesi, 09-13 Mayis 2011, Kocaeli.

8)XVI. Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu Diizenleme
Kurulu Uyesi, 28 Kasim-2 Aralik 2011, Kocaeli.

9)XVII. Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu Diizenleme
Kurulu Uyesi, 24-28 Eyliil 2012, Kocaeli.

10)XVIIIL. Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu Diizenleme
Kurulu Uyesi, 05-09 Kasim 2012, Kocaeli.

11)1.Kok Hiicre ve Hiicresel tedaviler Kongresi Temel Kok Hiicre Teknikleri Kursu Diizenleme
Kurulu Uyesi (Hiicre Kiiltiirinde Immunohistokimyasal ve Immunofloresan Boyama
Yontemleri Sunumu). 1.K6k Hiicre ve Hiicresel tedaviler Kongresi, 20-23 Mart 2014,

Kocaeli.
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