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OZET

Meme Kanser Modelinde Rekombinant Heat Shock-90 Proteini ile immunizasyonun
Etkilerinin Molekiiler Yéntemlerle Incelenmesi

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen ve kansere bagli 6liimlerde 6nemli yer tutan
bir hastaliktir. Hastaligin gelisimi ve progresyonu, genetik ve cevresel faktorlerin
karmagik etkilesimleri sonucunda gergeklesir. Bu siirecte, hiicresel stres yanitinda
kritik rol oynayan saperon proteinleri, kanser hiicrelerinin hayatta kalma ve
proliferasyonunda 6nemli bir yer tutar. Heat Shock Protein 90 (HSP90), bu saperon
proteinlerinden biri olup, hiicre icinde protein katlanmasi, stabilizasyonu ve
degradasyonunda gorev alir. HSP90, normal hiicresel siireclerde yer almasimin yani
sira, kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilerek tiimor gelisimi ve ¢ogalmasinda
onemli bir rol oynar. Bu nedenle, HSP90'in inhibisyonu ve hedeflenmesi, kanser
tedavisinde yeni ve umut verici bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Bu
arastirmada iiclii negatif fare meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak olusturulan fare
meme kanseri modelinde rekombinant protein teknolojisi ile elde edilen HSP9O0 ile
immunizasyonun meme kanserine karst koruyucu ve tedavi edici etkilerinin
arastirilmasi amaclandi. Arastirmada toplam 80 adet BALB/c disi fare kullanildi. 0,5
ug HSP90 grubu, 1 pg HSP90 grubu, kontrol grubu, tiimér grubu, 0,5 pg HSP90
proflaksi grubu, 1 pg HSP90 proflaksi grubu, 0,5 pg HSP90 tedavi grubu, 1 ng HSP90
tedavi grubu olmak iizere 8 grup (n: 10) olusturuldu. Proflaksi gruplarina tiimor
inokiilasyonundan 28 giin dnce haftada 1 kez ve sonrasinda 4 defa HSP90 uygulandi.
Tedavi gruplarina timor enjeksiyonu ile ayni anda ve haftada 1 kez olmak tizere 4 defa
deri altt HSP90 uygulandi. Kontrol grubuna herhangi bir islem yapilmadi. Timor
grubuna tiimor hiicresi enjeksiyonu yapildi ve HSP90 enjeksiyonlari ile es zamanlh
olarak deri alt1 serum fizyolojik uygulandi. Deneysel asama tiimor inokiilasyonundan
sonraki 29. glinde sonlandirildi. Farelerin tiimor dokular1 toplandi. Tiimoral kitleler
makroskobik olarak incelendi, tiimor agirliklari, timoér boyutlari ve timoér hacmi
belirlendi. Kitlelerden, histopatolojik, immunohistokimyasal ve real time-polimeraz
zincir reaksiyonu incelemeleri icin 6rnekler alindi. Makroskobik olarak primer
tiimorler, 0,5-2 cm c¢ap araliginda, ovalden silindire degisen sekillerdeydi. 0,5 ug
HSP90 proflaksi grubunda, primer timoér hacmi, primer tiimor agirligt ve PCNA
ekspresyonunun azaldigi tespit edildi. Terapdtik ve proflaktik uygulama yapilan
gruplarda Ki-67 ekspresyonlariin azaldig: dikkati ¢ekti. Tedavi gruplarinda CD31 ve
HSP90 ekspresyonlarinin azaldigi saptandi. Elde edilen bulgular, rekombinant HSP90
ile yapilan terapotik ve proflaktik immunizasyonun meme kanseri modelinde meme
timorii proliferasyonunu, anjiyogenezisi, metastaz1 azaltabilecegi ve Onemli
antitiimoral etkiler olusturdugunu gosterdi. Bu sonuglar, HSP90'in meme kanseri
tedavisinde potansiyel bir immunoterap6tik ajan olarak kullanilabilecegini prognozu
lyilestirebilecegini ve hayatta kalma oranini artirabilecegini diisiindiirmistiir.

Anahtar Kelimeler: 4T1, Anjiyogenezis, HSP90, Meme kanseri, Proliferasyon
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Recombinant Heat Shock Protein-90 Immunization on
a Breast Cancer Model Using Molecular Methods

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer and a leading cause of cancer-
related mortality among women. The development and progression of this disease
result from complex interactions between genetic and environmental factors. During
these processes, chaperone proteins, which play critical roles in cellular stress
responses, are essential for the survival and proliferation of cancer cells. Heat Shock
Protein 90 (HSP90) is one of these chaperone proteins, responsible for protein folding,
stabilization, and degradation within the cell. In addition to its role in normal cellular
processes, HSP90 is overexpressed in cancer cells, contributing significantly to tumor
development and progression. Therefore, the inhibition and targeting of HSP90 is
considered a promising new strategy in cancer therapy. This study aims to investigate
the protective and therapeutic effects of immunization with recombinant HSP90
against breast cancer in a mouse model of triple-negative breast cancer. A total of 80
female BALB/c mice were used in this study. Eight groups (n=10) were established:
0.5 ng HSP90 group, 1 pg HSP90 group, control group, tumor group, 0.5 ng HSP90
prophylactic group, 1 ng HSP90 prophylactic group, 0.5 png HSP90 therapeutic group,
and 1 pg HSP9O0 therapeutic group. The prophylactic groups received HSP90 once a
week for 4 weeks, starting 28 days before tumor inoculation. The therapeutic groups
received subcutaneous HSP90 simultaneously with tumor injection, followed by once-
weekly injections for 4 weeks. The control group received no treatment, while the
tumor group received tumor cell injection and simultaneous subcutaneous saline
injections along with HSP90 injections. The experimental phase concluded on the 29th
day after tumor inoculation. Tumor tissues were collected from the mice. Tumor
masses were examined macroscopically, and tumor weights, dimensions, and volumes
were determined. Samples were taken for histopathological, immunohistochemical,
and real-time polymerase chain reaction analyses. Macroscopically, primary tumors
ranged from 0.5 to 2 cm in diameter, with shapes varying from oval to cylindrical. In
the 0.5 pg HSP90 prophylactic group, primary tumor volume, primary tumor weight,
and PCNA expression were reduced. Decreased Ki-67 expression was noted in both
therapeutic and prophylactic groups. CD31 and HSP90 expressions were reduced in
the therapeutic groups. The findings suggest that therapeutic and prophylactic
immunization with recombinant HSP90 can reduce breast tumor proliferation,
angiogenesis, and metastasis in a breast cancer model, demonstrating significant
antitumor effects. These results indicate that HSP90 may be used as a potential
immunotherapeutic agent in breast cancer treatment, potentially improving prognosis
and increasing survival rates.

Keywords: 4T1, Angiogenesis, Breast cancer, HSP90, Proliferation
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinya genelinde en sik teshis edilen kanser tipidir. Diinya
Saglik Orgiitii'niin istatistiklerine goére 2020 yilinda meme kanserleri, tiim kanser
vakalarinin %11,7'sini olusturmustur (Nardin ve ark., 2020). Bu kanserlerin yaklasik
%10'u kalitsaldir ve aile Oykiisii ile iligkilidir (Shiovitz ve ark., 2015). Meme
kanseriyle iliskilendirilen en iyi bilinen genetik mutasyonlar, BRCA1 (Meme ve
yumurtalik kanseri yatkinlik geni) ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardir
(Kuchenbaecker ve ark., 2017). Meme kanserinin gelisimine katkida bulunan ¢ok
sayida risk faktorii bilinmektedir. Bunlar arasinda cinsiyet, yas ve ekonomik diizey,
hormonal faktorler, genetik faktorler, diyet, cevresel etmenler ve obezite yer alir.
Meme tiimdrlerinin histolojik siniflandirmasi tiimoriin meme epiteliyal bileseni ile
siirli ya da stromaya invaze olma durumuna ve tiimoriin kanal veya bez epitellerinden
kaynaklanmis olma durumuna gore yapilir (Henry ve ark., 2019; Kumar ve ark., 2016).
Meme tiimoriiniin molekiiler smiflandirmas: ise Luminal A, Luminal B, HER2"
(human epidermal growth factor receptor-2), ve liglii negatif meme kanseri (triple-
negative breast cancer-TNBC) olarak yapilir (Harbeck ve ark., 2019). Meme kanseri
tedavileri arasinda cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi (RT), hormonal tedavi,
hedefe yonelik ilaglar ve immun tedavi bulunmaktadir (Cardoso ve ark., 2019). Meme
kanseri, cesitli benign hiicre tiplerini ve hiicre dis1 matriksi igeren karmasik bir mikro
cevrede gelisir. En ¢ok bulunan hiicre tiirii kanserle iligkili fibroblastlardir. Ancak

meme kanseri mikro ¢evresi aynit zamanda 16kositleri de icerir (Ruftell ve ark., 2012).

Tiimor gelisimi ve sagkalimi karmasik bir siirectir. Bu siiregcte bagisiklik
sisteminin 6nemli etkileri bulunur. Bagisiklik sistemi, timor biiylimesine hem katki
saglar hem de baskilar. Bu nedenle tiimor gelisiminde dengeyi korumada kritik bir rol
oynar (Dunn ve ark., 2002). Kanser hiicreleri sans eseri veya bagisiklik sistemi
kaynakli yangiya yanit olarak mutasyonel degisiklikleri siirdiirerek boliinmeye devam
eder. Boylece immun kontrol ile tlimor biiylimesi arasindaki denge korunur (Sawnn ve
Smyth, 2007). Ancak tiimorler, immun sistemi baskilayici etkilerle veya hedef antijen
ekspresyonunun kaybiyla immun sisteminin tiimorleri ortadan kaldirma kapasitesini

bozar. Bu asamada tiimor kagisi meydana gelir (Shay ve Roninson, 2004).



HSP'ler, strese veya yliksek sicakliga yanit olarak hiicresel proteinlerin
denatiirasyonunu, ag¢ilmasini tersine ¢evirme veya engelleme ile yapisal ve islevsel
biitlinliigiinii koruma fonksiyonu goren bir protein grubudur. Hiicreler asir1 sicaklik,
anoksi, hipoksi ve stres gibi homeostatik zorluklara maruz kaldiklarinda, protein
katlanmasini, diger proteinlerin dogal yapilarinin ve islevlerinin korunmasini
kolaylastirirlar (Malyshev, 2013; Ritossa, 1962). HSP'ler genellikle molekiiler
agirliklarina gére siniflandirilir ve cogunlugu HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90
ve biiyiik HSP'ler olarak gruplara ayrilir (Pirkkala ve Sistonen, 2006). Apoptozis,
nekroptoz, otofaji, epitel-mezenkimal gecis (epithelial to mesenchymal transition-
EMT), lipid metabolizmas1 ve tiimor bagisikligiin diizenlenmesinde rol oynarlar.
Ayrica anjiyogenezis, hiicre proliferasyonu, hiicre gocii, invazyon ve metastaz gibi
stiregleri etkileyerek tiimor biiylimesini ve gelisimini desteklerler (Albakova ve
Mangasarova, 2021). HSP90 proteinleri, apoptozis, hiicre dongiisii kontrolii, hiicre
canliligi, protein katlanmasi ve bozulmasi, sinyal olaylari gibi temel hiicresel
siireglerde ve diizenleyici yolaklarda yer alir (Whitesell ve Lindquist, 2005). Onemli
olarak, HSP90'n asir1 ekspresyonu, cesitli kanser tiirleri, viral enfeksiyonlar, yangi ve
norodejeneratif hastaliklar gibi bircok patolojik durumla baglantilidir ve birgok
hastaligin patogenezisinde potansiyel bir rol oynar (Geller ve ark., 2012; Luo ve ark.,
2010). Konagin bagisiklik sisteminin temel diizenleyicileri arasindadir (Doody ve ark.,
2004). Ayrica insan meme kanserinin proliferasyonuna katkida bulunurlar (Yano ve
ark., 1999). HSP90 inhibitorleri anjiyogenezisi azaltir, kanser hiicrelerinde EMT,

motilite ve invazyon inhibisyonuna yol agar (Nagaraju ve ark., 2015).

Bu tez calismasinda, farelerde tiglii-negatif meme kanseri (TNBC) hiicre hatlar1
olan 4T1 hiicreleri kullanilarak olusturulan fare meme kanseri modelinde rekombinant
olarak elde edilen HSP90 ile immunizasyonun proflaktik ve terapotik etkileri
degerlendirilerek, bu uygulamanin timdér hiicrelerinin proliferasyon aktivitelerine,

metastaza ve anjiyogenezise etkisinin arastirilmasi amaclanmastir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Meme
2.1.1. Meme Bezi Anatomisi

Meme bezleri, tim memeli yavrularinin beslenmesi i¢in siit iiretimi amaciyla
biyolojik ve yapisal olarak dizayn edilmistir. Embriyonik donemde boyun bolgesi ve
kasik bolgesi boyunca bilateral olarak ektodermal kalinlagmalar ve hiicre gogleri
sirasinda farklilasir. Bu hat boyunca siit tomurcuklari belirgin kalinlasmalar ve meme
yag yastigia uzanan dallanmis bir kanal sistemi olusturur (Hurley ve Loor, 2011;

Richert ve ark., 2000).

Insanlarda iki adet ¢ift tarafli simetrik meme bezi bulunur. Bu bezler pectoralis
majorun iizerindeki anterior torasik duvarin ylizeysel fasyasinda yer alir ve aksillaya
kadar yukar1 dogru uzanir. Tubiiloalveolar yapidaki ekzokrin bezler siit iiretimi saglar.
Embriyonik gelisim sirasinda olusan kanallar, fibrokollajendz stroma igine gomiilmiis
glandiiler dokudan olusan 15-20 ayr1 lob olusturacak sekilde meme basindan
segmental olarak dallanma diizeninde uzanir. Bu loblar yag doku ile birbirinden ayrilir.
Her lob, kendi siit kanaliyla meme ucuna drene olur. Cooper baglar1 adi verilen aski
baglar1 derin fasiya ile dermisin birlesmesiyle olusan bag dokunun fibréz
kalinlagmalariyla goriilen bir destek dokudur. Ayrica hareketlilik saglar ve malignite
durumlarinda derideki ¢ukurlagsma ve biiziismeden sorumludur. Bu yap1 kemirgenlerde
mevcut degildir. Memenin asil fonksiyonel birimi olan lobuluslara, terminal duktal
lobuler tinite (TDLU) denir. Her bir insan meme bezi lobunda, ana toplayici kanal,
ekstralobiiler terminal kanallar1 olusturur ve bu kanallar daha da dallanarak TDLU’ya
kadar uzanir. TDLU'nun terminal kanallari, 10-100 arasinda degisen sayida asiniden
olusan bir lobiil olusturur. Olusan yapi, bir iizim salkimin1 andirir (Cardiff ve ark.,

2017; Hurley ve Loor, 2011).

Farelerde, boyun ile perianal bolge arasindaki karin alt1 siit hatt1 boyunca bes
¢ift meme bezi bulunur. Meme bezleri servikal-torakal bolgede 3 ¢ift ve abdominal-
inguinal bolgede 2 ¢ift olarak ayrilir. Farelerde meme bezi tek siniis igerir. Tek siniis

dogrusal olarak meme yag yastifina dogru biiyliyen 5-10 sekonder kanal olusturur.



Kanallarin meme yag yastigina uzanmasi puberte doneminde olusur. Kanal biiytimesi
ve olgunlagmasi terminal u¢ tomurcuklari sayesinde gerceklesir. Gebelikte terminal ug
tomurcuklar1 kanallar boyunca asiner tomurcuklar olarak sekillenir ve liimen epiteli
geliserek siit iiretimi saglanir. Yetigskin disi farede meme, lobiiloalveoler gelisme
olmaksizin, terminal kanal adinda kor bir kanalla sonlanir. Farelerde lobiiloalveoler
gelisim sadece gebelik sirasinda meydana gelir ve genellikle siitten kesme ve
involiisyonu takiben devam etmez (Cardift ve ark., 2017; Hurley ve Loor, 2011;

Richert ve ark., 2000).

2.1.2. Meme Bezi Histolojisi

Meme bezi, dallanan tubuler kanallardan olusan ve sekretuar bez asinileriyle
(veya alveollerle) sonlanan bilesik bir tubiiloalveolar morfolojiye sahiptir. Lobiiller,
asinilerin gruplarini igerir. Daha biiyiik lob ic¢inde birden ¢ok lobiil bulunur. Meme
bezinin temel siit tiretim birimi TDLU’dur. Bir TDLU, bir lobiil ile iliskili intralobiiler
ve ekstralobiiler terminal kanallardan olusur. TDLU'lar, intralobiiler ve ekstralobiiler
terminal kanallara, toplayici kanallara ve en sonunda meme baslarinin ostialarindan
(¢c1kislar) siit kanallarina drene olur. Etrafindaki yogun, interlobiiler bag dokusundan
farkli olan gevsek, intralobiiler bag dokusu matriksine gomiiliidiir (Cardiff ve ark.,

2017; Richert ve ark., 2000; Scudamore, 2014).

Disi kemirgenlerde ve insanlarda, meme bezi asinileri, laktasyon sirasinda
islevsel sekretuar hiicre olan bir veya iki katmanli kuboidal epiteliyal hiicrelerle
kaplanmistir. Mitokondri, ribozom, lipid damlaciklar1 ve sekretuar vakuollerin
sayisindaki farkliliklara gore bu epiteliyal hiicreler degisir. Farelerde gebelikte,
epiteliyal hiicrelerin hizl1 ve kiiresel proliferasyonlari, kanal dallar1 ve gelismekte olan
alveoller i¢inde meydana gelir. Bu, yeterli siit liretimi i¢in gerekli epiteliyal hiicre
sayisini ve epiteliyal yiizey alanini arttirir. Gelismekte olan alveoller ayrilir, alveolar
hiicreler polarize olur ve kiiciik bir kanal araciligiyla kanal agina bagli olan dairesel
bir liimeni saran kiiresel tek sirali epiteliyal hiicre tabakasini olusturur. Her bir alveol,
kontraktil miyoepiteliyal hiicrelerle ¢evrilidir. Sekretuar aktivasyonla birlikte
epiteliyal genisleme gergeklesir. Adipositler lipid igeriklerini kaybederler. Stroma

icinde biiyiilk bir damar genislemesi meydana gelir. Siitten kesilme sonrasinda



involiisyon evresine girilerek alveollerde programli hiicre 6liimii gerceklesir. Boylece
gebelik Oncesi doneme geri doniiliir (Cardiff ve ark., 2017; Richert ve ark., 2000;
Scudamore, 2014).

Insanlarda histolojik olarak meme bezi, glandiiler ve bag dokusu
bilesenlerinden olusur. Glandiiler bilesen, iki hiicre tabakasiyla kapl bir duktal-lobiiler
sistemden olusur. TDLU memenin temel fonksiyonel iinitesidir. Meme bezi epitel
tabakasini iki farkli hiicre tipi olusturur. Luminal kiiboidal hiicreler i¢ kism1 meydana
getirir ve siit kanallarini siralar. Bu kanallar meme basindan yayilir ve areolanin hemen
altindaki siniislere dogru genisler. Siit kanallarinin daha fazla bdliinmesi, loblara ve
lobiillere yol acar. Cift tabakanin dis kism1 miyoepiteliyal hiicrelerden olusur. ig
seklindeki bu hiicreler diiz kas hiicresi 6zelliklerine sahiptir ve siitiin disar1 atilmasini
saglar. Meme bezi yag bileseni, meme bezinin stromal yag yastigmin biiyiik bir
boliimiinii meydana getirir. Yag dokusu, epiteliyal biiyiime, hiicresel iletisim,
anjiyogenezis ve siit iretimine katilarak meme bezinin homeostazini aktif bir sekilde
diizenler. Fibroblastlar ayrica meme stromasinin 6nemli bilesenleridir. Bu hiicreler
genellikle epiteliyal dallanmanin bazal kisminda yer alir. Biiyiime faktorii sentezi,
metalloproteinaz tiretimi ve hiicre dis1 matriks birikimi de dahil olmak iizere gesitli
fonksiyonlara sahiptirler. Meme dokusunun histolojisi yasa, menstrual dongiiye ve
hormonal etkilere gore aktif olarak degisir ve bu nedenle ¢ok cesitli goriiniimler
sergiler (Archana, 2023; Cardiff ve ark., 2017; Richert ve ark., 2000; Scudamore,
2014).

2.2. Meme Kanseri
2.2.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinya genelinde en sik teshis edilen kanserdir, bunun ardindan
ikinci siray1 akciger kanseri alir. Diinya Saglk Orgiitii'niin istatistiklerine gére,
2020'de yaklasik 2,3 milyon yeni meme kanseri vakasi tespit edilmis ve bu rakam tiim
kanser vakalarimin %11,7'sini olusturmustur. Bu vakalardan 684.996’sinda 6lim
gerceklesmistir (Nardin ve ark., 2020). Meme kanseri insidansi, mamografi

taramasinin yayginlagmasiyla artis gostermektedir. Modern tedavi stratejileri ve erken



teshis nedeniyle meme kanseri mortalite orani son yillarda azalmistir (Bellanger ve
ark., 2018; Elmore ve ark., 2005). Bati iilkelerinde, meme kanserlerinin yaklagik dortte
biri 50 yasindan 6nce ve sadece %5'1 35 yasindan Once teshis edilmektedir (Francies
ve ark., 2020). Yiiksek gelir diizeyine sahip iilkelerde meme kanseri genellikle erken
evrede teshis edilir ve bu nedenle iyi bir prognoza sahiptir. Ancak, diisiik ve orta gelir
diizeyine sahip {ilkelerde, genellikle daha ileri evrelerde teshis edilir ve buna bagh

olarak daha kotii prognoz ve sagkalim oranlar1 gozlenir (Allemani ve ark., 2015).

2.2.2. Meme Kanserinde Genetik Predispozisyon

Meme kanserlerinin yaklasik %10 kalitsaldir ve aile oykiisii ile iliskilidir
(Shiovitz ve ark., 2015). Bu siklik iilkeler arasinda degiskenlik gosterir. Birinci
dereceden bir akrabasinda meme kanseri olan bireylerin, 35 yasindan 6nceki erken
baslangi¢cli meme kanseri i¢in yiiksek bir relatif risk derecesi vardir (Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001). Meme kanseri aile 0ykiisii,
ailenin biiytikliigii ve ¢cevresel faktorler gibi farkli degiskenleri igerir. Meme kanseriyle
iliskilendirilen en iyi bilinen genetik mutasyonlar, BRCA1 (Meme ve yumurtalik
kanseri yatkinlik geni) ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardir. BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlari, sirasiyla 80 yasina kadar meme kanseri gelistirme riskinin %72 ve
%69'u ile iliskilidir (Kuchenbaecker ve ark., 2017); BRCA2 mutasyon tasiyan
erkeklerde meme kanseri riski %6'dir (Balmana ve ark., 2011; Paluch-Shimon ve ark.,
2016). BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin yayginlii, etnik gruplar arasinda
degiskenlik gostermektedir (Daly ve ark., 2015).

2.2.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanserinin gelisimine katkida bulunan birgok risk faktorii bilinmektedir.
Yasam tarzi, cevresel faktorler, cinsiyet, yas, ekonomi, reprodiiksiyon ve memede hafif
dereceli degisiklikler riks faktorleridir. Meme kanserinin neredeyse tamami (%99)
kadinlarda meydana gelmesi cinsiyetin 6nemli bir risk faktorii olmasini agiklar. Ancak,
meme kanserinin erkeklerdeki insidansi, kadinlardaki gibi istikrarli bir artis egilimi
gostermektedir (Lima ve ark., 2021). Yas, meme kanseri i¢in en Onemli risk

faktorlerinden biridir. Meme kanserinin insidansindaki artig tiim yas gruplarinda



goriiliir (Lima ve ark., 2021). Bir diger risk faktorlerinden olan meme bezlerindeki
benign degisikliklerin varligi, meme kanseri gelistirme riskini arttirir. Bazi benign
lezyonlar atipik kanal hiperplazisi (ADH) veya atipik lobiiler hiperplazi (ALH),
fibrotik adenom gibi proliferatif lezyonlar) riski iki kat arttirir. Yapilan ¢aligmalarda
proliferasyon olmayan benign lezyonlara sahip kadinlar i¢in meme kanseri gelistirme
riski 1,27 iken proliferatif ancak atipik olmayan lezyonlarin varliginda, bu risk 1,88'e
kadar ytikselir. Meme kanseri gelistirme riski en yiiksek grubu, atipik proliferatif
lezyonlara (ADH, ALH veya her ikisi birlikte) sahip kadinlar olusturmaktadir ve bu
risk 4,24'e kadar yiikselir (Abdel-Razeq ve ark., 2021; Hartmann ve ark., 2005).

Hormonal faktorler de en azindan ayni derecede 6nemlidir. Hormonal faktorler
icerisinde Ozellikle Ostrojenlere maruz kalma siiresi ile meme kanseri gelisimi
iligkilidir. Meme kanserinin gelisiminde genetik faktorlere, hormon replasman tedavisi
kullanimina, uygun olmayan diyet ve sonucunda obeziteye de biiyiikk Onem

verilmektedir (Smolarz ve ark., 2022).

2.2.4. Meme Kanserinin Histolojik Siniflandirmasi

Meme kanseri histolojik olarak in situ karsinom ve invaziv karsinom olarak
ikiye ayrilir. In situ karsinom potansiyel malign epiteliyal hiicre proliferasyonudur.
Invaziv karsinom ise neoplastik hiicrelerin stroma igine invazyonuyla karakterize olan
malign anormal proliferasyondur. Kanser meme kanalindan koken almigsa duktal
karsinom; kanser lobiilden koken almissa lobiiler karsinom olarak siiflandirilir. Her
iki tiimor tipi de TDLU'dan koken alir (Henry ve ark., 2019; Kumar ve ark., 2016).

Meme kanserinin histolojik siniflandirmasi Sekil 2.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 2.1. Meme kanserinin histolojik siniflandirmasi (Henry ve ark., 2019; Kumar
ve ark., 2016).

2.2.5. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirmasi

Meme kanserlerinin morfolojik smiflandirmasi1 (mitotik indeks, histolojik
derece ve yapisal ozellikler) ve klinik patolojik parametreler (tiimor boyutu, lenf
diigimii tutulumu, metastaz) meme tiimorii patofizyolojisi i¢in yetersizdir (Masood ve
ark., 2016). Yapilan c¢alismalarda meme kanserinin gen ekspresyon paternlerinde
farkliliklar tespit edilmistir. Boylece bireysel fenotip, hastalik prognozu ve sistemik
tedavi planlama amaciyla meme kanseri alt tipleri ortaya konmustur (Fragomeni ve

ark., 2018; Perou ve ark., 2000). Kapsamli gen ekspresyon ¢alismalarina dayanarak,



dort molekiiler alt tip ortaya ¢ikarilmistir. Bunlar, Luminal A, Luminal B, HER2"
(human epidermal growth factor receptor-2), ve iiglii negatiftir (TN) (Harbeck ve ark.,
2019). Meme kanseri molekiiler alt tiplerinin ayriminda baglica sorumlu gen gruplari,
Ostrojen reseptorleri (estrogen receptor- ER), progesteron reseptorleri (PR), HER2 ve

hiicre proliferasyon diizenleyicisi (proliferation kiel 67-Ki-67) ile ilgili genlerdir

(Lukong, 2017). Meme kanserinin molekiiler smiflandirmas1 Tablo 2.1°de
gosterilmistir.
Tablo 2.1. Meme kanseri molekiiler siniflandirmasi
Molekiiler : Vakalarm e lojik
3 Biyomarkirlar Sikhgi Prognoz
Alt Tipler (%) Derece
0
ER" C
PR* Iy .
Luminal A HERY- 40-50 diferensiye Lyi
Diisiik Ki67 Qe D
ER"
g . Orta
L(l;_lngﬁzl_)B HI]:ZlI{{Q 20-30 Diferensiye Orta
Yiiksek Ki67 (Derece IT)
ER"
Orta
. -+
L(III_IHEE;%B I—f]?RT 20-30 Diferensiye Orta
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2.2.6. Meme Kanserinde Terapdotik Yaklasimlar

Meme kanseri tedavileri arasinda cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi
(RT), hormonal tedavi, hedefe yonelik ilaclar ve immun tedavi bulunmaktadir. Ayrica
gen tedavisi, asilar ve kimerik antijen reseptorii T hiicre tedavisi gibi adaptif hiicre
terapileri gibi yenilik¢i terapiler arastirilmaktadir (Cardoso ve ark., 2019; Senkus ve
Lacko, 2017).

Cerrahi girisimler 0Ozellikle metastatik olmayan vakalarda standart bir
yaklagimdir ve kemoterapiye dayali ameliyat dncesi sistemik tedavi memedeki timor
hacmini azaltir ve aksiller lenf nodu diseksiyonuna (ALND) olan ihtiyaci azaltir
(Cardoso ve ark., 2019). Erken invaziv meme kanseri i¢in meme koruyucu cerrahi
(Breast-conserving surgery-BCS) ve mastektomi veya her ikisi de lokal tedavilerdir
(van Maaren ve ark., 2019; Zumsteg ve ark., 2013). Bu nedenle ¢ogu meme kanseri
icin RT sonras1 BCS, cerrahi standarttir. Klinik olarak lenf nodiilii tutulumu olmayan
hastalarda, aksiller lenf diiglimlerin yonetimi hala tartigmalidir. BCS alan hastalarda

baslangicta total mastektomi standarttir (Wilson ve ark., 1984; Zumsteg ve ark., 2013).

Meme kanserinde kemoterapi yontemleri arasinda neoadjuvan kemoterapi
(NAC), adjuvan kemoterapi ve kurtarma kemoterapisi bulunmaktadir. Kemoterapinin
uygulanmasi, erken meme kanserinde niiks riskini azaltir (Mano ve Awada, 2004).
NAC, cerrahi uygulanabilir meme kanserinde meme ve aksillar lenf diiglimiinii
kiiglilterek memenin korunmasimi saglar. Cerrahi uygulanamayan meme kanserini
uzaklastirabilir hale getirir ve mikrometastazi ortadan kaldirir. NAC, birden fazla ALN
tutulumu olan ve Ozellikle {iclii negatif ve HER2 pozitif meme kanseri i¢in Onerilir
(Moo ve ark., 2018). Yiiksek riskli hastalarda, lenf diiglimii tutulumu, diisiik hormon
reseptOrii ekspresyonu ve lenfovaskiiler invazyon gibi durumlarda NAC veya adjuvan

kemoterapi (adjuvant chemotherapy-AC) uygulanmalidir.

Adjuvan radyoterapi (RT), BCS alan hastalar i¢in standart tedavidir. Total
meme radyoterapisi, BCS sonrast adjuvan RT i¢in kullanilan uygun bir secenektir
(Hughes ve ark., 2013; Kunkler ve ark., 2015). Kismi meme RT’si diisiik riskli hastalar

icin kabul edilebilir bir alternatiftir. Mastektomi uygulanan hastalarda, radyoterapi
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uygulanip uygulanmayacagi, etkilenen ALN sayisina gore belirlenir (Coles ve ark.,

2017; Strnad ve ark., 2016).

Preoperatif endokrin terapi, HR-pozitif (ER veya PR) hastalar i¢in adjuvan
tedavi olarak standart kabul edilir (Du ve ark., 2021). Endokrin terapide secici 6strojen
reseptor modiilatorleri  (Raloxifene, Tamoxifen) ve aromataz inhibitorleri
(Anastrozole, Exemestane, Letrozole) uygulanir. Endokrin terapisinin duyarliligi,
hormon reseptorlerinin ekspresyonu ile dogrudan iligkilidir. Neoadjuvan endokrin
terapiden sonra AC uygulamasi Ki67 ekspresyon seviyesine gore ayarlanir (Trayes ve

Cokenakes, 2021).

2.2.7. Meme Kanseri Mikro Cevresi

Meme kanseri, ¢esitli benign hiicre tiplerini ve hiicre dis1 matriksi (timor igin
mekanik destek saglayan ve parakrin tarzda hiicresel etkilesimi miimkiin kilan) iceren
karmagik bir mikro ¢evrede gelisir. Stromal hiicreler, kanserle iliskili fibroblastlar, T
lenfosit hiicreleri, B lenfosit hiicreleri, timorle iligkili makrofajlar (TIM), dentritik
hiicreler (DC), regiilatér T hiicreleri (Tregs), myeloid-tiirevli baskilayici hiicreler
(myeloid-derived suppressor cells-MDSC), endotel hiicreleri ve ekstraselliiler matriks
(extracellular matrix-ECM) tiimo6r mikro ¢evresini olusturular. En ¢ok bulunan hiicre
tiirli kanserle iliskili fibroblastlardir. Bu hiicreler, tiimoriin biiylimesi, progresyonu ve
metastazinda etkilidirler (Liao ve ark., 2009). Tiimorle iligkili fibroblastlar hiicre dis1
matriksin degisimi, anjiyogenezis, immun modiilasyonu, EMT indiiksiyonu, timor
hiicrelerinin hayatta kalmasi ve cogalmasini tegvik etmede rol oynarlar (Wright ve ark.,

2023).

Meme kanseri mikro cevresi ayni zamanda lokosit kokenli hiicreleri de
(Ienfositler, makrofajlar ve miyeloid tiirevli stromal hiicreler) icerir (Ruffell ve ark.,
2012). T lenfositleri, tiimdr mikro ¢evresindeki tiimdrogenesis siirecini etkiler.
Sitotoksik T-lenfositleri (cytotoxic T lymphocyte-CTL) malign hiicrelerde bulunan
anormal timor antijenlerini ayirt edebilir ve hedeflenen neoplastik hiicreleri ortadan
kaldirabilir. Tiimoér mikro c¢evresindeki (tumor microenvironment-TME) CTL

hiicrelerinin  varligi, olumlu bir prognoz ile iliskilidir. Bu hiicreler, timor
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antijenlerinden tiiretilen ve smif I MHC (Major histokompatibilite kompleksi)
molekiilleri ile birlikte sunulan peptitleri eksprese eden hiicrelerdir (Abbas ve ark.,
2021; Desai ve ark., 2023). TME genellikle daha az infiltre olan B-lenfositlerini igerir
(Laumont ve ark., 2022). B-lenfositlerinin antitiimoral islevleri, T lenfositlerine antijen
sunumu, timori hedefleyen antikorlarin {iretimi ve sitokinlerin salinimini igeren

cesitli mekanizmalart kapsar (Esparcia-Pinedo ve ark., 2023).

Meme kanserinin immunojenitesi molekiiler alt tipler arasinda degisiklik
gosterir;, TNBC ve HER2 pozitif tiimorlerde en yiiksek, luminal A ve luminal B alt
tiplerinde ise daha diistiktiir (Nagarajan ve McArdle, 2018; Solinas ve ark., 2017).
Ayrica neoadjuvant tedaviye yanit ve meme kanserinin prognozu, tiimdrdeki bagisiklik
tepkisinin yogunlugunu yansitan, tiimore infiltre olan lenfositlerin (TIL) miktarindan

olumlu yonde etkilenir (Dieci ve ark., 2018; Savas ve ark., 2016).

Immun mikro ¢evresi, meme kanserinin gelisimini ve ilerlemesini etkiler.
Karsinogenezisin erken evresinde, bagisiklik mikro gevresi, aktif CD8" ve CD4" T
hiicrelerinden salinan sitokinler yoluyla ¢ogunlukla anti-tiimor etkisi uygular. Buna
karsilik, bir tiimor invaziv hale geldiginde, kanserle iligkili fibroblastlar ve sitokin
icerigi de dahil olmak {izere mikro ¢evre hiicre bilesimi, meme kanseri hiicreleri
tarafindan tegvik edilerek tiimoriin gelisimine yardim eder (Boudreau ve ark., 2012;

Schreiber ve ark., 2011).

Ekstraselliiler matriksin (ECM), tiimdr gelisimi agisindan ¢esitli rolleri vardir.
ECM, tiim6r dokusuna yapisal destek saglar. ECM, hiicre adezyonunu ve gociinii
arttirir (Paradiso ve ark., 2021). Tiimor hiicreleri ECM'ye yapisir ve hareket ederek
go¢ edebilirler. Boylece, ¢evreye infiltre olurlar. ECM metastaza katki saglar (Gkretsi
ve Stylianopoulos, 2018). Tiimor hiicreleri ve TME’deki stromal hiicreler, matriks
metalloproteinazlar (matrix metalloproteinase-MMP) dahil c¢esitli proteazlari
salgilayabilir. Bu proteazlar, ECM bilesenlerini parcalar ve tiimor hiicrelerinin
invazyonuna ve metastazina yardimci olur (Winkler ve ark., 2020). ECM bilesenleri,

anjiyogenezisi tesvik eder (Flies ve ark., 2023; Lugano ve ark., 2020).
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Endotel hiicreleri anjiyogenezis siirecinde temel bir rol oynarlar. Tiimdorlerin
kan damarlarinin gelisimi, TME’de ve endotel hiicreleri araciligiyla gergeklesir.
Timor biiylimesini desteklemek i¢in oksijen ve besin maddeleri saglamak {izere kan
damarlar1 olusturulur (Lugano ve ark., 2020). TME’de, endotel hiicreleri daha gecirgen
hale gelir. Bu gecirgenlik sayesinde bagisiklik hiicrelerinin tiimor dokusuna infiltre
olmasi saglanir (Stylianopoulos ve ark., 2018). Ayrica kanser hiicreleri, endotel
hiicreler aracilifiyla kan dolasimina girer ve metastaz ile birlikte farkli bolgelerde

tiimor olusumu gergeklesir (Strilic ve Offermanns, 2017).

2.2.8. Tiimorlerin Bagisikhiktan Ka¢is Mekanizmalari

Kanser hiicreleri, normal stromal hiicreler ve konak savunma mekanizmalari
arasindaki etkilesimi iceren tiimdr gelisimi ve sagkalimi karmasik bir siiregtir. Yangi,
hastaliklar ve stres faktorleri tiimor bilylimesine veya tiimor baskilanmasina katkida
bulunur. CD8" CTL ve CD4 yardime1 T (Th)1 hiicreleri, kanser gelisimini engeller
ancak kronik yangi gibi diger faktorler bu etkileri gegersiz kilar (Blackwill ve
Mantovani, 2002; Rakoff-Nahoum, 2007). Yararli akut tepkiler tiimorlere karsi
basarisiz oldugunda, kronik yangi, timor biiyiimesine ve anjiyogenezise yardimci olur

(Grivennikov ve ark., 2010; de Martel ve Franceschi, 2009).

Bagisiklik sistemi tlimor biiylimesine hem katki saglar hem de baskilar. Bu
nedenle tiimor gelisiminde dengeyi korumada kritik bir rol oynar. Tiimdrler bazi
hastalarda yeniden ortaya ¢ikmadan Once yillarca uykuda kalabilir. Ayrica birey
tamamen islevsel bir bagisiklik sistemine sahip olmasina ragmen tiimorler biiytiyebilir
(Dunn ve ark., 2002). Bu durum bagisiklik diizenlemesi ile ilgilidir (Dunn ve ark.,
2004). Bununla birlikte, genetik dengesizlik nedeniyle, siirekli tiimor hiicresi
cogalmas1 goriiliir. Ayrica bu tiimoér hiicreleri elimine edilir ve denge saglanmis olur.
Bu sirada kanser hiicreleri bagisiklik kaynakli yangiya yanit olarak mutasyonel
degisiklikleri siirdiirerek boliinmeye devam eder. Boylece immun kontrol ile tiimor
biiylimesi arasinda bir denge korunarak tiimor uyku hali gériinimii saglanir (Sawnn
ve Smyth, 2007). Ancak tiimorler, immun sistemi baskilayici etkilerle veya hedef

antijen ekspresyonunun kaybiyla immun sistemin bunlar1 ortadan kaldirma
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kapasitesini bozar. Bu agamada tiimor kagist meydana gelir. Bununla birlikte, timor

hiicrelerinin gergekten uykuda oldugu kosullar da olabilir (Shay ve Roninson, 2004).

Timorler, MHC-I yolagini etkileyen antijen isleme mekanizmasini asagi
regiile ederek immun sistemden kagabilmektedir. Tiimdr antijen ekspresyonu asagi
regiile edilir, bu da CTL’lerin tiimdr hiicrelerindeki hedef antijenleri tantyamamasina
ve boylece tiimor insidansi ve metastazinin artmasina yol acar (Vinay ve ark., 2015).
Ayrica tiimorler, TME’de mevcut hiicreler tarafindan cesitli bagisiklik baskilayici
sitokinlerin iiretilmesi yoluyla CTL islevini bozarak bagisiklik gézetiminden kagarlar

(Pasche, 2001).

2.3. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, canli organizmalarda veya iirlinlerinde
gelistirilmis ve istenen Ozellikler elde etmek amaciyla organizma disinda genetik
materyalin degistirilmesidir. Bagka bir deyisle rekombinant DNA teknolojisi farkl
orjinlerden biiyiik DNA molekiillerini izole etme, kesme, yapistirma, cogaltma,
tanima, yapisini degistirme ve canli organizmalara tekrar geri kazandirma imkani
saglar. Bu teknoloji ile birlikte genotipten fenotipe ulasilarak yeni genetik analiz
yaklasimi elde edilmistir. Uygun bir vektor araciligiyla ¢esitli kaynaklardan elde edilen
DNA pargalarinin, istenen gen dizilimine sahip olacak sekilde eklenmesini igerir

(Alberts ve ark.,2014; Bollon ve ark., 1984).

Organizmanin genomunda manipiilasyon, ya yeni genlerin ve diizenleyici
elemanlarin tanitilmast ya da genlerin yeniden kombinasyonu yoluyla endojen
genlerin ekspresyonlarinin azaltilmasi veya engellenmesi yoluyla gerceklestirilir
(Bazan-Peregrino ve ark.,2013). Spesifik hedef dizi DNA bolgeleri i¢in restriksiyon
endoniikleazlar1 kullanilarak farkli DNA pargalar1 elde etmek amaciyla enzimatik
kesme uygulanir ve ardindan DNA ligaz aktivitesi ile istenen gen vektore sabitlenmek
lizere parcalar birlestirilir. Vektor daha sonra bir konak organizmaya tanitilir, kiiltiirde
eklenen DNA pargasinin birden ¢ok kopyasini liretmek {izere biiyiitiiliir ve sonunda
ilgili DNA pargasini igeren klonlar secilip toplanir (Alberts ve ark., 2014; Venter ve
ark., 2007).
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Rekombinant DNA vektor DNA’st ve i¢ine eklenen DNA pargasinin
olusturdugu yeni DNA molekiiliidiir. Daha sonra bu molekiil bakteri hiicrelerine
aktarilarak c¢ok fazla miktarda iiretimi saglanir. Her bir bakteri hiicresine bir
rekombinant DNA molekiilii kazandirilir. Sonucta rekombinant DNA molekiiliini
tagiyan tek bakteri kolonisi olusturulur. Kolonideki her bir bakteri ayni rekombinant
DNA’y1 tasidigr icin bu bakteri popiilasyonuna DNA klonu denir. Bu koloniye ait
bakterilerin ¢ogaltilmasi ile istenen DNA parcasi sinirsiz miktarda iiretilir (Alberts ve

ark., 2014; Bollon ve ark., 1984; Primrose ve Twyman, 2006).

Olusturulan DNA pargcalar1 dogrudan bakteri hiicresine giremez ve bunun i¢in
vektorler kullanilir. Bir vektor, genellikle bir DNA parcgasi olan ve bir DNA dizisi veya
diger genetik materyali tasiyan ve bunu yeni bir hiicreye tanitan bir maddedir.
Vektorler ¢ogaltma, ekspresyon veya izolasyon gibi farkli amaglar i¢in kullanilirlar.
Vektorlerin genellikle rekombinant DNA tasiyan parca olarak bilinen bir ekleme
pargasi ve vektoriin yapisindan sorumlu olan omurga olarak adlandirilan daha biiyiik
bir dizisi bulunur. Vektorler, farkli 6zelliklere bagli olarak farkl: tiirlere ayrilabilir. Bu
nedenle, vektor secimi islemin amacina baghdir. Vektorler, islemin sonunda geri
kazanilabildikleri i¢in birden fazla islemde yeniden kullanilabilirler ve plazmidler,
viral vektorler, kozmidler ve yapay kromozomlar olarak ayrilir (Alberts ve ark., 2014;

Bollon ve ark., 1984; Primrose ve Twyman, 2006).

Plazmidler bakteri igerisinde kendi kendine c¢ogalabilen kiiclik
ekstrakromozomal dairesel DNA molekiilleridir. Kiiciik boyutlari, rekombinant
DNA'nin konak genomik DNA'sindan ayrilmasini kolaylastirir. Tiim bakterilerde
dogal olarak bulunurlar. Bunlar bakterilere genom dis1 6zellikler kazandirirlar. En
yaygin kullanilan plazmidlerden bazilari, konak olarak E. coli'yi kullanan pBR322,
pUC ve pBluescript vektorleridir (Alberts ve ark., 2014; Bollon ve ark., 1984;
Primrose ve Twyman, 2006).

Genel olarak, rekombinant DNA {i¢ yontemle d{iretilirr Bu yontemler
transformasyon, bakteriyel olmayan transformasyon ve faj tanmitimidir.
Transformasyon asamasinda ilk olarak, bir DNA pargas1 segilir ve bir vektore (tasiyici

DNA) enjekte edilir. Ikinci olarak, bu DNA pargasi, restriksiyon endoniikleaz

15



enzimleri kullanilarak daha kii¢lik pargalara kesilir ve "DNA ligaz" ismindeki enzimle
birlestirilir. Vektorler bir konak hiicreye yerlestirilir ve bu isleme transformasyon denir.
Konak hiicre genellikle Escherichia coli bakterisidir. DNA parcasi, transformasyon
gecirmis konaklar1 transformasyon gecirmemis konaklardan ayirt edebilmek icin
tanimlanabilir olmalidir (Alberts ve ark., 2014; Bollon ve ark., 1984; Primrose ve

Twyman, 2006).

Rekombinant DNA teknolojisi hayatin bir¢ok alaninda kullanilmaktadir. Bu
teknoloji gida isleme kosullarina uygun yeni enzimlerin tliretilmesini miimkiin kilar.
Rekombinant DNA teknikleri kullanilarak birgok tiriin kurakliga veya elverigsiz
kosullara dayanacak sekilde genetik olarak modifiye edilmistir.  Ayrica gen
manipiilasyonu ve terapisi, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak umut verici
terapotik tekniklerle biiylik Olciide ilerlemistir. En dikkat cekici Ornek ise, insan
inslilininin Uretilmesidir. Antikorlar ve tiirevleri, rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak yaygin olarak {iretilmektedir. Bu teknolojinin ilag metabolizmasi
arastirmalarinda da kullanimi1 vardir (Alberts ve ark., 2014; Bollon ve ark., 1984;

Primrose ve Twyman, 2006).

2.4. Is1 Soku Proteinleri (Heat Shock Protein-HSP)

Ferruccio Ritossa, laboratuvarda istemeden yiiksek sicaklikta birakilan
Drosophila melanogaster sineklerini incelemistir ve kromozomlarinda karakteristik
bir sisme fark etmistir. Bu "sisme" fenomeninin, 1s1 stresini takiben gen aktivasyonu
nedeniyle spesifik proteinlerin artan ekspresyonundan kaynaklandigimi diistinmiistiir.
Boylece “is1 sok proteinleri” (heat shock protein-HSP) kavrami ortaya c¢ikmistir
(Malyshev, 2013; Ritossa, 1962). HSP'lerin asir1 ekspresyonu, hiicrenin hayatta
kalmasimi destekler ve hiicresel proteinleri hasar veya agregasyon riskinden korur. Is1
sokuna ek olarak, ¢evresel ve kimyasal faktorler, stres dis1 fizyolojik nedenler ve
hastalik kosullar1 dahil olmak {izere ¢esitli faktorler HSP'lerin ekspresyonunu arttirir

(Pirkkala ve Sistonen, 2006).

HSP'ler, strese veya yliksek sicakliga yanit olarak hiicresel proteinlerin

denatiirasyonunu veya ac¢ilmasini tersine ¢evirme veya engelleme, yapisal ve iglevsel
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biitiinliigiinii koruma islevi goren bir protein grubudur. HSP'ler, hiicrelerdeki fizyolojik
ve koruyucu rolleri nedeniyle molekiiler saperonlar olarak da bilinirler. Hiicreler agiri
sicaklik, anoksi, hipoksi, agir metaller, ilaglar, stres veya protein denatiirasyonunu
indiikleyebilecek diger kimyasal maddeler gibi homeostatik zorluklara maruz
kaldiklarinda, protein katlanmasim1 ve diger proteinlerin dogal yapilarinin ve
islevlerinin korunmasini1 kolaylastirirlar (Malyshev, 2013; Ritossa, 1962). HSP'ler
cesitli sinyal yolaklarini inhibe veya aktive ederler, bu da biiylimeyi, farklilasmay1 ve

hiicre boliinmesini etkiler (Tausif ve ark., 2024).

Sitozoldeki koruyucu rollerinin yani sira, HSP'ler hiicre dis1 boslukta veya
plazma zar1 lizerinde yer aldiklarinda bagisiklik sisteminin uyarilmasinda anahtar
roller oynarlar. Insanlarda, bunlarm serumdaki varligi, yangi, bakteriyel ve viral

enfeksiyonlar dahil olmak tizere stres kosullariyla iligkilidir (Barreto ve ark., 2003).

HSP'ler genellikle molekiiler agirliklarina gore siiflandirilir ve gogunlugu
HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ve biiyiikk HSP'ler olarak gruplara ayrilir.
Kiigiik HSP'ler grubu hari¢, HSP proteinleri ATPaz aktivitesine sahip ATP'ye bagimli
proteinlerdir (Pirkkala ve Sistonen, 2006). Kiiciik HSP ailesi, HSPB genleri tarafindan
kodlanir ve HSP27 dahil 11 iiyeden olusur. Tiim iiyeler 43 kDa veya daha az boyuta
sahiptir ve ATP'den bagimsizdir. HSP40 ailesi, DNAJ genleri tarafindan kodlanan en
az 49 tiyeden olusan en biiylik HSP ailesidir. HSP10 ve HSP60' iceren ancak bunlarla
siirli olmayan insan saperon ailesi iiyeleri, HSPD, HSPE, CCT ve diger baz1 genler
tarafindan kodlanir. HSP70 ailesi, HSPA gen ailesi tarafindan kodlanir ve 13 {iyeye
sahiptir. HSP90 ailesi, HSPC gen ailesi tarafindan kodlanir ve bes iiyeye sahiptir,
Biiyiik HSP ailesi ise HSPH gen ailesi tarafindan kodlanir ve iki ana tiye HSP110 ve
GRP170’1 igerir (Kampinga ve ark., 2009).

HSP’lerin islevleri yalnizca ekspresyonlarini tetikleyen uyaranlara degil, aym
zamanda bulunduklar1 bolgeye de baglidir. HSP'ler apoptozis, nekroptoz, otofaji,
epitel-mezenkimal  gecis, lipid metabolizmas1 ve tiimor bagisikliginin
diizenlenmesinde rol oynarlar. Ayrica anjiyogenezis, hiicre proliferasyonu, hiicre
gdcli, invazyon ve metastaz gibi siiregleri etkileyerek tiimor biliylimesini ve gelisimini

desteklerler (Albakova ve Mangasarova, 2021).
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Cesitli calismalar, dogal 6ldiiriicti hiicreler (natural killer cell-NK), T hiicreleri,
DC’ler, trombositler ve nétrofiller dahil olmak iizere farkli bagisiklik hiicrelerinin HSP

eksprese edebildigini bildirmistir (Albakova ve Mangasarova, 2021).

HSP’lerin, tiimor kaynakli, antijenik peptitlerin ¢apraz sunumu siirecinde
onemli etkileri vardir. HSP-peptid komplekslerinin antijen sunan hiicreler (antigen
presenting cell-APC) tarafindan alimi spesifik ve konsantrasyona baglidir ve bu

nedenle HSP'ye 6zgii reseptorlerin bulundugu varsayilir (Binder ve ark., 2004).

Ist soku faktorleri (HSF'ler), HSP'lerin indiiklenebilir transkripsiyonel
diizenleyicileri olarak iglev goriir. HSP’lerin indiiksiyonlar1 esas olarak 1s1 soku faktorii
I'in (HSF-1) aktivasyonuna ve bunun tiim HSP genlerinin promotorlerinde bulunan 1s1

soku diizenleyici elemanlar (HSE'ler) ile etkilesimine baghdir (Akerfelt ve ark., 2010).

HSF1 inaktivasyonu, genis bir kanser ¢esidinin progresyonunu engeller. Ek
olarak, HER2/neu yolaginin aktivasyonu HSF1 ve HSP ekspresyonunu indiikler ve
hiicreleri spontan ve ilaca bagli programlanmis hiicre 6liimiine direngli hale getirir

(Sangster ve ark., 2008).

HSF1, tiimdrijenik etkilere aracilik eder. Tiimorijenik etki Ostrojen kaynakli
anti-metastatik genlerin ekspresyonunu inhibe eden MTA1'in alimin1 igeren alternatif
bir yolak ile gerceklesir (Khaleque ve ark., 2005). Boylece MTA1, HSF1 ile ortak etki
ederek metastaz1 tegsvik eder. HSF1 kanserlerde, ERK, PKA ve TOR yolaklari
aracilifiyla kotii huylu sinyalizasyonun arttirilmasi dahil olmak iizere ek 6zelliklere

sahiptir (Dai ve ark., 2007).

2.4.1. HSP90

HSPOI0 ailesi iiyeleri, kanser biyolojisindeki énemli rolleri ve kemoterapotik
ajanlar i¢in potansiyel hedefler olmalar1 nedeniyle ¢cok dikkat ¢ekmistir. HSP9O ailesi,
HSPCI ila HSPCS genleri tarafindan kodlanan bes iiyeden olusur (Kampinga ve ark.,
2009).
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Iki form, HSP90 alfa ve HSP90 beta, sitoplazmada bulunur, GRP94 (94-kDa
glikoz regiile protein) endoplazmik retikulumda bulunur ve TRAP-1 (tiimér nekroz
faktori reseptort ile iligkili protein 1) mitokondride bulunur (Whitesell ve Lindquist,
2005). HSP90'1n iki ana izoformu vardir, indiiklenebilir form olan HSP90o’dir. Yapici
form olan ise HSP90B’dir. Bu iki form sitoplazmada bulunur (Gupta, 1995; Sreedhar
ve ark., 2004). Bu sitoplazmik HSP90 izoformlar1 son zamanlarda ayirt edici iglevler
gostermis olsa da (Sreedhar ve ark., 2004), ¢cogu inceleme, dikkate deger yapisal ve
islevsel benzerlikleri nedeniyle bunlar1 ayirt etmemektedir. Bu nedenle, belirtilmedigi
stirece HSP90 ad1 hem HSP90 o hem de B i¢in kullanilmistir (Ciocca ve ark., 2013;
Csermely ve ark., 1998).

Sitoplazmik HSP90 izoformlar1 arasindaki farklilagma ile ilgili ¢aligmalar, her
iki izoformun da siklikla dimer olusturmasina ragmen, HSP90a'nin HSP90B'ya kiyasla
daha sik dimerlesme egiliminde oldugunu ortaya koymustur. Ek olarak, o ve [
izoformlari, protein dizisi boyunca spesifik bolgelerde farklilik gosterir ve bu, iki

izoformun farkli fonksiyonlar gostermesine yol agar (Sreedhar ve ark., 2004).

HSP90 esas olarak sitoplazmada bulunur. HSP90 esnek homodimerler
olusturur ve temel yapisi ii¢ boliimden olusur: N-terminal alan1 (NTD) (25 kDa), orta
alan (40 kDa) (MD) ve C-terminal alan1 (CTD) (12 kDa). N-terminal alani, yalnizca
HSPIO0 ailesi tliyeleri arasinda degil, ayn1 zamanda DNA giraz, histidin kinaz ve MutL
(GHKL) dahil olmak iizere ATPaz/kinaz {ist ailesinin liyeleri i¢cin de homoloji gosterir

(Prodromou ve Pearl, 2003).

HSP90 N-terminal bolgesi, ATP baglama alanini igerir. Orta alan, ti¢ bolgeden
olusan ve ATP ve HSP90 istemci proteinlerinin g-fosfati i¢in baglanma yeri olarak
gorev yapan katalitik halkayi igerir. C-terminal alani, HSP90 dimerizasyonuna ve
yardimct saperon baglanmasia neden olur. Bu alan alternatif bir ATP baglanma
bolgesine sahiptir ve ayrica niikleotidler, novobiyosin ve sisplatin gibi kiiciik

molekiiller i¢in baglanma bolgesi de icerir (Whitesell ve Lindquist, 2005).

HSP90, konagin bagisiklik sisteminin temel diizenleyicileri arasindadir. HSP-

saperonlu peptitlerin MHC-I molekiilleri iizerinde ¢apraz sunumundan sonra, in vitro
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ve fare timor modellerinde antijene 6zgili bir CD8" T hiicre yaniti baglatilir (Doody ve
ark., 2004). HSP90 inhibisyonu, NK ve T hiicre proliferasyonunu, NK hiicre sitotoksik
aktivitesini ve T ile NK hiicreleri tarafindan iiretilen interferon-gamma’y1 (IFN-y)
azaltir. HSP90-a 'nin spesifik inaktivasyonu proteolitik ara iirlinlerin kaybina neden
olur. Ayrica MHC I molekiiliiniin hiicre yiizeyinde son peptitin sunumunun azalmasina
yol acar. MHC I antijen sunumuna ek olarak, HSP90 inhibisyonu APC tarafindan
endojen ve eksojen peptitlerin MHC II aracili sunumunu da azaltir. HSP90-a
inhibisyonu, tiimdr hiicrelerini anti-PD-1 blokajina duyarli hale getirir (Albakova ve

Mangasarova, 2021).

HSP90 proteinleri, apoptozis, hiicre dongiisii kontrolii, hiicre canliligi, protein
katlanmas1 ve bozulmasi, sinyal olaylar1 gibi temel hiicresel siireglerde ve diizenleyici
yolaklarda yer alir. Ek olarak, antijen sunan hiicrelerin ve DC’lerin aktivasyonu ile
adaptif bagisiklig1 indiikler. Proteostazis, hiicre farklilagsmasi ve gelisimindeki belirgin

rolleri iyi bilinmektedir (Whitesell ve Lindquist, 2005).

Onemli olarak, HSP90'in asir1 ekspresyonu, cesitli kanser tiirleri, viral
enfeksiyon, yangi ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok patolojik durumla
baglantilidir ve birgok hastaligin patogenezisinde potansiyel bir rol oynar (Geller ve

ark., 2012; Luo ve ark., 2010).

HSPOIO0 aileleri 6strojen reseptorlerinin (ER) diizenlenmesinde rol oynar ve bu
nedenle, meme kanserinde tiimdr hiicresi proliferasyonu, farklilagsmasi, invazyonu,
metastazi, hiicre 6liimii ve timor immun tepkisinde rol oynarlar (Ciocca ve ark., 2013).
HSP90-a seviyeleri, siklin D1 ekspresyonu ile pozitif korelasyon gdsterdigi i¢in ayrica

insan meme kanserinin proliferasyonunda rol oynar (Yano ve ark., 1999).

HSP90 mutasyona ugramis veya asirt eksprese edilmis onkoproteinlerin
birikimine neden olur. HSP'lerin yiiksek ekspresyonu kdpek meme kanserlerinde de
dikkati ¢eker ve meme karsinogenezisinde yer alan molekiiler mekanizmalarda rol

oynar (Romanucci ve ark., 2006).
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HSP90, RIP 1 kinaz ve AKT ile etkilesime girerek her iki durumda da niikleer
faktor kappa B (NF-kP) aracili apoptozis inhibisyonunun desteklenmesine neden olur.
Hem insan hem de kopek meme tiimorlerinde HSP90 ve kaspaz 3 ve 8'de veya Bcl-2,
Bcl-XL, Bax gibi diger apoptozisle iliskili proteinlerde benzer bir degisiklik yapisi

goriiliir (Kumaraguruparan ve ark., 2006).

Son c¢alismalar meme kanserinde HSF1'in 6nemli bir rolii oldugunu
gostermektedir. HSF1, HSP'leri indiikleyerek meme kanseri ilerlemesinde islev goriir
(Khaleque ve ark., 2005). Bununla birlikte, HSF1 anti-metastatik siireclerin
baskilanmasiyla metastazin aktivasyonu, malign pro-malign sinyal kaskadlarinin
aktivasyonu ve mitoz kontrol noktasinin diizenlenmesi dahil olmak iizere ek roller

oynar (Dai ve ark., 2007; Khaleque ve ark., 2005; Wang ve ark., 2004).

2.4.2. Kanser Gelisiminde HSP90

Normal memeli hiicreleri, ¢cogalmalarini, biiylimelerini, farklilagmalarin1 ve
Olimlerini diizenlemek igin yeterli tanimlanmis molekiiler mekanizmalarla
donatilmistir. Ote yandan kanser hiicreleri, siirekli kontrolsiiz ¢ogalma gosterirler ve
normal hiicre c¢ogalmast ile homeostazisinden sorumlu dogal diizenleyici

mekanizmalarin etkisi altinda bulunmaz (Miyata ve ark., 2013).

Birkag kanser proteini, katlanmalar1 ve olgunlasmalar1 icin HSP90
mekanizmalarina ve saperonlara bagimlidir (Vartholomaiou ve ark., 2016). Ornegin;
kanser gelisimi ve progresyonunda oldukc¢a gerekli olan kinazlar, steroid hormon
reseptorleri ve transkripsiyon faktorleri, bir grup HSP90 alict proteinini sunar. Bu
nedenle, hemen hemen tiim kanser siniflarinda belirgin HSP90 ekspresyonu tespit

edilmistir (Gupta, 1995).

HSP90 tiimdr gelisimi, adezyon, invazyon, metastaz, anjiyogenezis ve
apoptozisi diizenleyerek kanser gelisiminde 6nemli roller oynar (Aoyagi ve ark., 2005;
Ochel ve ark., 1999). HSP90'in, hareketsiz bir timdr hiicresinin hareketli ve invaziv
bir hiicreye déniisiimiinde 6nemli rolleri vardir. Ozellikle, ekstraselliiler HSP90,

invazyonu etkileyen dnemli bir rol oynar ¢iinkii matriks metalloproteinaz-2 (MMP2)
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ile etkilesir ve onu aktive eder. Ekstraselliiler matriks par¢alanir, kanser hiicreleri go¢
eder ve baska alanlara invaze olup yapisir. HSP90, bu adimlardan her birinde rol oynar

ve bu da malignitenin artmasini saglar (Birbo ve ark., 2021).

HSP90, normal hiicre kosullarinda bol miktarda bulunur ve 6zellikle toplam
hiicresel proteinin yaklagik %1-3"inii olusturur. Ancak, tiimor hiicrelerinde gozlenen
strese yanit olarak, HSF1 ¢ekirdege yerlesir ve HSP90 ekspresyonunu indiikler. Bu
durum, HSP90'n yukar regiilasyonu ve tiimor hiicrelerinin kotii mikrogevrelerde
hayatta kalmasinmi saglayarak maligniteyi tesvik eden mutasyonlarin kaliciligina izin
verir. Ornegin, hormon ve protein kinaz bagimli meme kanserinde, HSP90 ekspresyon
seviyesi prognozda belirleyici bir faktér olmustur. Normal dokularla
karsilagtirildiginda, kanser dokusu daha yiiksek HSP90 ekspresyon diizeylerine
sahiptir. Normal hiicreler strese yanit olarak HSP90 salgilar, ancak kanser hiicreleri
HSP90'u ardisik olarak salgilar. HSP90 ekpresyonuna etkili olan post-translasyonel
modifikasyonlar HSP90'un lokalizasyonunu etkiler. Ozellikle, asetilasyon ve
fosforilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar, HSP90'un ekspresyonunda
etkilidir. (Albakova ve Mangasarova, 2021; Birbo ve ark., 2021; Tausif ve ark., 2024;
Zagouri ve ark., 2012)

Meme kanserlerinde kilit rol oynayan cesitli proteinlerle HSP90 etkilesime
girer. Bunlar 6strojen reseptorleri (ER), timor baskilayic1 pS3 proteini, anjiyogenez
transkripsiyon faktorli, HIF-1alfa, antiapoptotik kinaz Akt, Raf-1, MAP kinaz ve
ErbB2 gibi cesitli reseptor tirozin kinazlardir (Beliakoff ve ark., 2004). HSP90 asir
ekspresyonu invaziv duktal karsinomlarin bir 6zelligidir (Conroy ve ark., 1996). Asir
ekspresyonu, meme kanseri hiicrelerinin ¢esitli stres uyaranlarina direncli hale geldigi

bir mekanizmada rol oynar (Yano ve ark., 1999).

Meme kanseri dokularinda HSP90 ekspresyonu ve HSP90'a kars1 oto-
antikorlarin varligi, meme kanserinde kotii prognoz ile iliskilendirilir (Conroy ve ark.,
1996). Yiiksek HSP90 ekspresyonu seviyeleri, bu proteinin kopek meme bezinde
malign transformasyon ve tiimor ilerlemesinde temel bir rol oynadigini ortaya
koymaktadir (Romanucci ve ark., 2006). Insanlarda HSP90 ekspresyonu ile meme

kanseri arasindaki iliskiyi inceleyen bir calisma, yiikksek HSP90 ekspresyon

22



seviyesinin tedaviye daha az yanit veren daha malign kanserle iliskilendirildigini

gostermistir (Birbo ve ark., 2021).

Meme kanserinde yliksek HSP90 ekspresyonu, meme kanali karsinomlarindaki
proliferatif aktiviteye katkida bulunurken, infiltratif lobiiler karsinomlar ve lobiiler
neoplazi gibi diger meme tiimorlerinde dnemli dlgiide azalmis HSP90 ekspresyonu
vardir (Zagouri ve ark., 2012). TNBC’lerde ise Onemli Ol¢lide azalmis HSP90
ekspresyonu gozlenir. HSP90 asir1 ekspresyonu, meme kanseri hiicrelerinin ¢esitli
stres uyaricilarina direngli hale gelme mekanizmasiin bir bileseni olarak onerilir.
HSF1, HSP'leri indiikleyerek meme karsinomunun ilerlemesinde rol oynar (Khaleque
ve ark., 2005). HSF1, anti-metastatik siirecleri baskilayarak metastazi aktive eder, pro-
malign sinyal yolaklarin etkinlestirir ve mitoz kontrol noktasini diizenler. Daha biiyiik
tiimdrler, daha belirgin HSP9O0 artis1 ile de karakterizedir (Pick ve ark., 2007; Zagouri
ve ark., 2010). Bu durum hizla biiyiiyen tiimorlerde hipoksik stresle iliskili olaylari
yansitir (Zagouri ve ark., 2012).

Kanser biyolojisindeki ¢ok énemli rolii nedeniyle HSP90, tiimor gelisimini ve
progresyonunu engellemek icin potansiyel bir terapotik hedeftir ve cesitli HSP90
inhibitorleri klinik deneylerde test edilmistir (Burrows ve ark., 2004). HSP90
inhibitorlerinin antikanser ilaglari olarak ¢esitli avantajlar1 vardir. Sinyal proteinlerinin
cogu HSPI0 alic1 proteinleri oldugundan, HSP90 inhibitorleri ayni1 anda birden fazla
sinyal yolagini1 hedefleyebilir. Bu nedenle, tek hedefli tedavi ile karsilastirildiginda,
timor hiicrelerinin anti-HSP90 tedavisinde hayatta kalma olasilig1 daha disiiktiir
(Supko ve ark., 1995). HSP90 inhibitorleri, normal dokularda minimum toksisite ile
timor dokularinda hedefe 06zgii hasar1 maksimuma ¢ikarabilir. Ayrica bunlar
¢oziinmeyen ve kanser hiicreleri i¢in toksik olan katlanmamis proteinlerin birikmesine

yol acar (Nomura ve ark., 2004).

2.5. Ki-67

Hiicresel proliferasyon belirteci olan Ki-67’nin kanser dokusunda ekspresyonu

artar. Ekspresyon artist hiicre boliinmesinin hizli ve kanserin daha agresif oldugunu
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gosterir. Ki-67 ile kotli prognoz ve meme kanseri proliferasyonu arasinda pozitif iliski

vadir (Davey ve ark., 2021; Hashmi ve ark., 2019).

2.6. PCNA

Bir diger hiicre proliferasyon belirteci olan prolifere olan hiicre ¢ekirdek
antijeninin (proliferating cell nuclear antigen-PCNA), DNA sentezi ve tamirinde
onemli rolii vardir. PCNA’nin ekspresyon artiginda metastaz riskinde de artig gozlenir.
Meme kanserlerinde ise artan PCNA ekspresyonu ile kotii prognoz arasinda paralellik

vardir (Malkas ve ark., 2006; Moldovan ve ark., 2007; Qiu ve ark., 2017).

2.7. CD31 (Trombosit Endotel Hiicre Adezyon Molekiilii)

CD31 endotel hiicreleri, 16kositler ve trombositler tarafindan eksprese edilen
bir adezyon molekiiliidiir. Anjiyogenezisi saglar ve neoplastik vaskiilarizasyonun bir
belirtecidir (DeLisser ve ark., 1997; Sapino ve ark., 2001). CD31, malign
neoplazilerde metastaz kapasitesini, anjiyogenik aktiviteyi ve vaskiilariteyi yansitir
(Charpin ve ark., 2004). Meme kanserlerinde CD31 invazyon, metastaz ve prognoz

icin kritik 6neme sahiptir (DeLisser ve ark., 1997).

24



3. GEREC ve YONTEM

3.1. HSP90'in Rekombinant Olarak Uretilmesi

3.1.1. Plazmid izolasyonu

HSP90, pET-22b(+) plazmid post-translasyonel modifikasyon yapabilen
Rosetta Escherichia coli (E. coli) hiicre hattinda eksprese edilmek amaciyla cloning
susu olan DH5alfa transformasyonu sonucu ekim yapilan agarda tiremis koloniden alip
sivl besiyerine konularak bir gece 37°C’de ¢alkalayici inkiibatérde inkiibe edildi.
Falkona alman besiyeri 4000 rpm (dakikadaki devir sayis1) 10 dk 4°C’de santrifiij
edildi ve siipernatant dokiildi. Plasmid mini kiti (innuPREP Plasmid Mini Kit 2.0;
katalog no:845-KS-5041010) kullanilarak degerlendirildi ve izolasyon yaptiktan sonra
elde edilen son iiriin eliisyon buffer+plazmid uzun siireli depolama i¢in -80°C’ye

kaldirildi.

3.1.2. Kompetent Hiicre Hazirlama

Kompetent (6n islemden gecirilmis plazmid alabilen bakteri) hiicre olarak E.
coli kullanildi. Bu amagla 37°C’de gece boyu sivi besi yerinde biiyiitiilmiis kiiltiirden
5 ml alind1 ve erlen icinde 50 ml sivi besiyerine aktarildi. Kiiltiirdeki hiicre
yogunlugunu kontrol etmek ve belirli bir hiicre konsantrasyonuna ulasilmasini
saglamak i¢in 37°C’de optik dansite (OD) degeri olan 0,600’°e gelene kadar ¢alkalayici
inkiibatorde bekletildi. Absorbans en az 0,4-0,5 OD olacak sekilde (270-280 nm)
6l¢iildii. Ardindan 50°lik falkonlara 50 ml alinip santrifiijde 4°C’de 5 dk 12.100 rpm’de
santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Uzerine 25 ml 0,1 M CaCl,
eklenerek buzda 30 dk bekletildi. Daha sonra 12.100 rpm 10 dk 4°C’de santrifiij edildi
ve Ustteki slipernatant atildi. Sonrasinda iistiine 0,75 ml 0,1 M CaCl. eklenerek pelet
¢ozdiiriildii. Stok yapilacak her bir 0,05 ml’lik alikotlara %100’lik 0,13 ml gliserol
eklenip bu stoklar -80°C’de saklandi.
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3.1.3. Plazmid Transformasyonu

Hazir plazmidler ve kompetant hiicreler yavas bir sekilde buzda ¢ozdiiriilerek
kompetant hiicre iizerine 1 mikrolitre plazmid eklendi ve 30 dk buzda bekletildi. Daha
sonra 90 saniye boyunca 42°C’lik su banyosuna konulup ardindan 1 dk buzda
bekletildi. Uzerine 0,4 ml siv1 besiyeri eklendi ve 37°C’de 45 dk calkaland1. Ardindan
50 mikrogram/mililitre ampisilin iceren kat1 besiyerlerine ampisiline diren¢ geni
tagtyan plazmidi alan bakterilerin hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini saglamak ig¢in

ekim yapildi.

3.1.4. IPTG ile Protein Indiiksiyonu Deneyi

Bir gece antibiyotikli kiiltiirde 37°C’de 225 rpm’de g¢ogaltilmis hiicreler 1
litrelik ve ayni oranda antibiyotik iceren kiiltiire gegirildi ve 37°C 225 rpm’de
calkalandi. Her saat basi OD degeri oOl¢iildii ve OD’si 600°¢ gelen her 1 litrelik
kiiltiirlere ¢ift distile suda ¢dziinmiis ve konsantrasyonu 50 mM olan 1 ml Izopropil-
B-D-tiyogalaktopiranozit (1sopropyl [-d-1-thiogalactopyranoside-IPTG) eklendi.
Proteinin 4 saat boyunca eksprese edilmesi beklendi. 4 saat sonunda 1 L’lik siseler 500
ml plastik santrifiij tiiplerine aktarildi. Ardindan hiicreler 4°C’de 3900 rpm’ de
santrifiijlendi. Olusan bakteri peleti 3 kolon (Poly-Prep® Chromatography Columns)
hacmi olacak sekilde baglanma tamponu olan 0,002 M imidazol i¢eren 0,1 M Tris-HCl
(Hidroklorik asit) icinde c¢ozdiiriildli, ardindan bakteri siispansiyonu glass beads
eklenen ependorflara eklendi. Bu siispansiyon speed mill plus (beat-beater) cihazinda
parcalandi ve hiicreleri parcalanmis lizat elde edildi. Ardindan lizat 12.100 rpm’de 15

dk santrifiijlenerek proteinleri igeren siipernatant protein izolasyonuna hazirlandi.

3.1.5. indiiksiyon Testi

Jelde yiiriitmek i¢in 6rnekler (indiiksiyondan sonra elde edilen hiicreler) 6rnek
yukleme tamponu (SDS-PAGE (SDS, gliserol, izleme boyasi (bromophenol blue),
Tris-HC1 ve DTT (Dithiothreitol)) ile karistirilarak 90-95°C’de 10-20 dk
denatiirasyona birakildi. Ardindan 2 dk santrifiij edildi ve siipernatant1 alinarak SDS

PAGE (sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforez) jel de oda sicakliginda
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120 voltta yiirlitme yapildi. Sigir serum albiimin (bovine serum albiimin-BSA) protein

belirteci olarak kullanildi.

3.1.6. Protein Saflastirmasi (Purifikasyon)

Saflastirma icin Ni*? bagli resin kullanildi. Kullanilacak miktara bir kolon
hacmi denir (V). Kullanilacak miktarda Ni*? iceren resin, dnce 3 kolon hacmi (3V) su
ile yikanarak etanolden, ardindan da 3 kolon hacmi baglanma tamponu olan 0,002 M
imidazol iceren 0,1 M Tris-HCI tamponu ile yikanarak protein baglanmasina hazir hale
getirildi. Resin+siipernatant baglanma i¢in 30 dk buz ortaminda ¢alkalandi ve ardindan
kolona (Poly-Prep® Chromatography Columns) yiiklendi. Baglanma sonras1 eklenen
stipernatant kolona yiiklendi resin+siipernetant karisimi kolondan akitildiktan sonra
kolon 3 kolon hacmi kadar baglanma tamponu olan 0,002 M imidazol igeren 0,1 M
Tris-HCI tamponu ile yikandi. Daha sonra sirasiyla artan imidazol konsantrasyonu
igeren Tris HCI’ler 3’er kolon hacmi olacak sekilde kolondan akitildi. Kolondan her
defasinda 1 kolon hacmi iiriin toplandi ve elde edilen fraksiyonlar ependorflarda buz
icinde muhafaza edildi. Her bir fraksiyonun spektrofotometrede 280 nm’de OD’leri
alind1 ve SDS PAGE jel yiiriitiildii (her bir kuyucuga <2 pg olacak sekilde 6rnek
yiiklendi). Saflik derecesi degerlendirildi. Saf fraksiyonlar diyalizden gegirilerek
proteinler fosfat tamponuna alindi. Spektrofotometrede 280 nm’de her fraksiyonun
OD’leri alind1 ve SDS PAGE jel yiirtitiilerek degerlendirildi.

Bu sekilde elde edilen HSP90 yeteri kadar tiretilemedi ve standardizasyonu
saglamak amaciyla calismada ticari olarak saf sekilde iiretilmis Recombinant Human

HSP90 alpha Protein (Cat: 11445-HNCE, Sino Biological, Cin) kullanildi.

3.2. Deney Modelinin Olusturulmasi icin Hiicrelerin Hazirlanmasi

4T1 fare meme kanseri hiicreleri (ATCC; #CRL2539) ATCC’nin onerdigi
medyum kosullarina uygun olarak %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) (Invitrogen;
#10270106) ve %1 Penisilin/Streptomisin (PS) (Thermo Fisher; #15140122) ile
desteklenmis HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N-2-Ethanesulfonic Acid) iceren
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) (Thermo Fisher; #A1049101) medyumunda
37°C sicaklik ve %5 CO» (Karbondioksit) ile sabitlenmis inkiibatorde ¢ogaltildi. 4T1
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fare meme kanseri hiicreleri 1x10° hiicre olacak sekilde BALB/c disi farelerin meme
dokusuna ortotopik olarak enjekte edilmek i¢in hazirlandi. Hiicreler Tripsin-EDTA
(Thermo Fisher; #25200056) ile kaldirildi. 1600 rpm’de, +4°C’de 5 dakika santrifiij
edilip, takiben medyum uzaklastirildi ve hiicreler Hanks’ Balanced Salt Solution
(HBSS) (Sigma-Aldrich; #H9269) ile diliie edildi. Hiicreler, Countess II otomatik
hiicre sayim cihazi (Invitrogen; #AMQAX10006) yardimu ile sayildi ve her bir hayvan
icin 100 uL HBSS icinde 1x10° hiicre olacak sekilde hazirlanda.

3.3. 4T1 Meme Kanseri Hiicrelerinin Farelere Enjeksiyonu ile Meme Kanseri
Modelinin Olusturulmasi

Hiicreler kiiltiire edildikten sonra iireyen hiicreler (1x10° hiicre/fare) BALB/c
disi farelerin meme dokusuna ortotopik olarak enjekte edildi (Dilmac ve ark., 2018,
Tanriover ve ark., 2022). Daha 6nceki ¢aligmalarda enjeksiyondan 7 giin sonra tiimor
kitlelerinin elle palpe edilebilir biiytlikliige ulastig1 ve enjeksiyondan yaklasik 27 giin
sonra uzak organ metastazlar1 sekillendigi bildirilmistir (Tanriover ve ark., 2022). Bu
sebeple calismamizda tiimor enjeksiyonundan sonraki 7. giinden itibaren hayvanlar
stirekli takibe alindi. Caligmada hayvanlar her grupta 10’ar fare olacak sekilde 8 gruba
ayrildi (Tablo 3.1). Calisma 29. giinde sonlandirildi. HSP 0,5 pg ve 1 pg dozunda deri
alt1 olarak uygulandi. Calismada kullanilan HSP90’1in dozu daha 6nce bodyle bir
calisma yapilmamis olugu i¢in once anaflaksi gruplarinda denendi ve yan etkisi

olmadig1 anlagilinca deney gruplarinda uygulandi.

Tablo 3.1. Deney gruplar1 ve detayli olarak yapilan uygulamalar

Gruplar Uygulamalar

Grup 1 (0,5 pg Haftada 1 kez olmak {izere 4 hafta 0,5 pg dozunda HSP90 deri
HSP90 grubu) alt1 verildi. Bagka islem uygulanmadi.

Grup 2 (1 pg Haftada 1 kez olmak iizere 4 hafta 1 pg dozunda HSP90 deri alt1
HSP90 grubu) verildi. Bagka islem uygulanmadi.

Grup 3 (Kontrol Herhangi bir islem uygulanmadi.

grubu)

Grup 4 (Timor Diger gruplara tiimor hiicresi enjeksiyonu yapildigi sirada timor
grubu): hiicresi enjeksiyonu yapildi ve HSP enjeksiyonlari ile es zamanli
olarak FTS (fizyolojik tuzlu su) uygulandi.
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Tablo 3.1. (Devam) Deney gruplar1 ve detayli olarak yapilan uygulamalar

Grup 5 (0,5 pg
HSP90 proflaksi
grubu):
Grup 6 (1 pg
HSP90 proflaksi
grubu):
Grup 7 (0,5 pg
HSP90  tedavi
grubu):
Grup 8 (1 pg
HSP90  tedavi
grubu):

Tlimor enjeksiyonundan 28 giin 6nce haftada 1 kez 0,5 pg dozda
4 defa HSP90 uygulandi. Tiimor enjeksiyonundan sonra 4 defa
daha uygulandi; enjeksiyondan 29 giin sonra 6tenazi yapildi.
Timor enjeksiyonundan 28 giin dnce haftada 1 kez 1 pg dozda
4 defa HSP90 uygulandi. Tiimor enjeksiyonundan sonra 4 defa
daha uygulandi. Enjeksiyondan 29 giin sonra 6tenazi yapildi.
0,5 pg HSP90 tiimoér enjeksiyonu ile ayni anda yapildi ve
caligma sonuna kadar 7 giin araliklarla 4 defa HSP90 uygulandi.
Enjeksiyondan 29 giin sonra 6tenazi yapildi.

1 ug HSP90 tiimor enjeksiyonu ile ayni anda yapildi ve ¢calisma
sonuna kadar 7 giin araliklarla 4 defa HSP90 uyguland.
Enjeksiyondan 29 giin sonra 6tenazi yapildi.

Tablo 3.2. Deney gruplar1 ve yapilan uygulamalar

Inokiilasyon _—_ . Inokiilasyon
G?E;T:ﬂ Oncesi HSyP9O O;fl l;tmu::na I;gkclilrlrllle Sonrasi HgPQO
Uygulamasi Uygulamasi
Kontrol - - - -
Tlmor - + + -
grubu
Tedavi i * ¥ T05ne
gruplari - + + +1 g
Proflaksi T0.5ug * * 0.5 g
gruplari +1 pg + + +1 ug
Anaflaksi + 0,5 pg (haftada 1 toplam 4 doz)
gruplari + 1 pg (haftada 1 toplam 4 doz)

3.4. Deneysel Tasarim ve Deney Hayvanlarimin Bakim

Calismanin deneysel asamasi i¢in Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (MAKU-HADYEK) Etik Kurul onay1

(17.08.2022 tarih

ve 942 sayili karar) alindi. Deney sirasinda Animal Research:

Reporting In Vivo Experiments (ARRIVE) 2.0 direktiflerine siki bir sekilde uyuldu.

Fareler Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve

Deneysel Arastirma Merkezi’'nde standart kosullarda 12 saatlik aydinlik-karanlik

uygulamasina tabi tutuldu. Hayvanlar her grupta 10 adet hayvan olacak sekilde ve

benzer biiylikliiklerde 8 ayr1 kafeste gruplara ayrildi. Ortam, nem, 1s1 ve havalandirma
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degerleri takip edildi, ad libitum yem ve suya erisimleri saglandi. Tiimor hiicresi
enjeksiyonlarindan sonra her giin giinde iki kez (sabah-aksam) klinik bulgular ve
saglik parametreleri acisindan (yem-su tiiketimi ve hastalik bulgular1) kontrol edildi

ve anormallikler kaydedildi.

Deneysel diizenekte HSP90’1n hem koyurucu etkisi (profilaksi) hem de tedavi
(terapdtik) edici etkisi arastirildi. Deneysel siirecte BALB/c 1rki, 8-10 haftalik,
yaklasik 20-30 gram agirligindaki 80 adet disi fare kullanildi. Calisma her bir grupta
10 hayvanin bulundugu toplamda 8 grup olacak sekilde dizayn edildi. Fareler agirlik
tartimmin ardindan gruplarina goére 8 ayr kafese alindi. Iki grup HSP proteinin
herhangi bir anaflaktik etkisi olup olmadigini belirlemek i¢in kullanildi. Bu gruplara
tiimor inokiilasyonu yapilmadan 0,5 pg ve 1pug HSP9O0 deri alt1 olarak haftada 1 kez 4
hafta uygulandi ve bu gruptaki fareler 6tenazi edilerek organlari toplandi. Deneysel
caligma baslangicinda tiimor grubuna 4T1 tiimdr hiicre hatt1 inokiilasyonu yapildi,
HSP enjeksiyonlari ile es zamanli olarak FTS uygulandi ve tiimor inokiilasyonundan
sonraki 29. (10 giin tiimér gelisimi i¢in beklendi) giinde 6tenazi edildi. iki grup tedavi
grubu olarak ayrildi ve tiimdr enjeksiyonu ile ayni anda bir gruba 0,5 pg ve diger gruba
1ng HSPOO ile haftada 1 kez olmak tizere 4 hafta deri alt1 uygulama yapildi. Proflaksi
gruplarina ise ilk once haftada 1 olmak tizere 4 hafta 0,5 pg ve 1ug HSP9O0 ile deri alt1
uygulama yapildi. Ardindan timér inokiilasyonu yapildi. Timdr enjeksiyonundan
sonra haftada 1 kez HSP90 uygulamalarina devam edildi ve inokiilasyondan sonraki
29. giinde fareler 6tenazi edildi. Proflaksi gruplarina toplam 8 doz HSP90 uygulandi.
Kontrol grubu ise herhangi bir isleme maruz kalmadan diger gruplarla birlikte deney

baslangicindan sonraki 29. giinde 6tenazi yapildi.

3.5. Fare Agirhiklarimin Takibi

Denemeye baslamadan 6nce ve tiimor enjeksiyonundan sonraki 7. giinden
itibaren {i¢ giinde bir olmak {iizere farelerin agirliklar tartildi ve not edildi. Boylece
timor gelisimi ile canli agirlik arasindaki baglanti degerlendirilerek uygulamalarin
hayvanlarin sistemik durumlarini etkileyip etkilemedikleri ve besin aliniminin degisip

degismediginin belirlenmesi planlandi.
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HSP90

4T1 Tiimor Hiicreleri

Profilaksi B | ' © Tedavi

Sekil 3.1. Meme kanseri modelinin olusturulmasinin  sematik  gosterimi
(Biorender.com kullanilarak hazirlanmigtir)

3.6. Tiimér Boyutlarmn Ol¢iimii

Timor hiicresi enjeksiyonundan yaklasik 1 hafta sonra timorler elle palpe
edilebilir blyiikliige ulasti. Aynt model ve hayvan irki kullanilan daha onceki
caligmalarda bildirildigi lizere (Tanriover ve ark., 2022) 7. giinden sonra timdr
gelisimi sekillendigi igin 7. giinden itibaren 3 giinde bir olmak tizere tedavi ve proflaksi
gruplarindaki farelerin tiimorleri elektronik kumpas yardimiyla tiimérlerin uzunluk ve

genislikleri 6l¢iilerek asagida belirtilen formiile gére timor hacimleri hesaplanda.
Tiimdr Hacmi = (Uzunluk x Genislik?) x 0,5

Boylece zamana bagli olarak gruplar arasinda tiimor biiytikliigii degisimlerinin
degerlendirilmesi amaglandi. Tiimdr hiicrelerinin hayvanlara verilmesinden sonra 29.
glin hayvanlarin O6tenazileri gerceklestirildi ve c¢alismanin deneysel boliimii

tamamlandi.
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3.7. Primer Tiimér Agirhiklarinin Ol¢iimii

Farelerin nekropsileri sirasinda ilk olarak tiimor dokular dikkatlice ¢ikarildi ve
kitlelerin agirliklar1 hassas terazi ile tartilarak not edildi. Boylece gruplar arasinda

tiimor agirliklarinin karsilagtirilmasi amaglanda.

3.8. Histopatolojik Degerlendirme
3.8.1. Dokularin islenmesi

Deneyin sonlanmasi ile birlikte fareler sakrifiye edildi ve nekropsileri yapilarak
tiimor dokulari ¢ikarildi. Timor dokulari iki esit pargaya ayrildi ve bir pargast %10’luk
tamponlu formalin soliisyonu igerisinde 2 giin boyunda tespit edildi. Dokular tespit
edildikten sonra tam otomatik doku takip cihazinda (Leica ASP300S, Leica
Microsystems, Wetzlar, Almanya) doku takibi saglandi. Tam otomatik doku takip
cihazi soliisyonlar1 ve uygulama siireleri Tablo 3.3’te; tamponlu formalin’in hazirlanis

Tablo 3.4’te verildi.

Tablo 3.3. Tam otomatik doku takip cihazi soliisyonlar1 ve uygulama siireleri

Soliisyon Siire
%10 Formalin 1 saat
Distile su 1 saat
%750 etanol 1 saat
%380 etanol 1 saat
%96 etanol 1 saat
Absolii etanol 1 saat
Absolii etanol 1 saat
%50 ksilol etanol 1 saat
Ksilol 1 saat
Ksilol 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat

Tablo 3.4. Tamponlu formalin soliisyonunun hazirlanigi

Soliisyon Miktar
%37 Formaldehit 100 ml
Distile su 900 ml
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Tablo 3.4. (Devam) Tamponlu formalin soliisyonunun hazirlanisi

Sodyum fosfat monobazik monohidrat (NaH,PO4H>O) 4 gr
Sodyum fosfat dibazik (Na2HPO4) 6,5 gr

Hazirlanisi: NaH2PO4H20 ve NaHPO4 900 ml distile su igerisinde ¢oziidii.
Cozelti tizerine 100 ml %37°1lik formaldehit eklendi ve toplam ¢ozelti distile su ile 1

litreye tamamlandi.

Takip asamasi sonrasinda dokular c¢elik doku gdmme kaliplart igerisine
alinarak {izerine parafin dipenser-tankindan alinan sivi parafin (60°C) doldurularak
gémme islemi yapildi ve bloklandi. Bloklarin sogumasi saglandiktan sonra mikrotom
cihazi (Leica RM2155, Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya) ile 4 pm kalinliginda
kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen-Eozin boyama i¢in normal lamlara,
immunohistokimyasal boyama i¢in polilizinli lamlara ¢ekildi. Doku kesitleri tiimor

hiicrelerini degerlendirmek i¢in tiimor dokusunun merkezi esas alinarak elde edildi.

3.8.2. Hematoksilen-Eozin Boyama

Normal lamlara alinan kesitler metal lam sepetinde bir gece boyunca etiiv
icerisinde (45°C) bekletildi. Ardindan etiiv 70°C’ye ¢ikarilarak 30 dakika
bekletildikten sonra 10 dk ksilen I, 10 dk ksilen II, 10 dk ksilen III, 10 dk ksilen IV
soliisyonlarinda  tutularak  deparafinizasyon islemi  gerceklesti.  Ksilenin
uzaklastirilmas1 ve rehidrasyon amaciyla 3’er dk sirasiyla absolii etanol, %80’lik
etanol ve %50’lik etanol serilerinden gegirildi. Bu islemden sonra 5 dk distile suda
bekletilerek rehidrasyon islemi tamamlandi. Kesitler 8 dk Hematoksilen soliisyonunda
bekletildi. Akarsuda 5 dk yikama yapildi. Absolii alkol icerisinde 30 saniye bekletildi.
Ardindan kesitler Eozin soliisyonunda 2 dk bekletildikten sonra akarsuda yikandi.
Yikama sonrasinda sirasiyla %50’lik etanol, %80’lik etanol ve absolii etanolden
gecirildi. Boyanan kesitlerin kurumas: ile birlikte ksilene daldirilip ¢ikarildi ve lam-
lamel arasmma Entellan (HX31394161, Sigma-Aldrich, Almanya) damlatilarak
kapatildi. Tiimor hiicreleri 151k mikroskobunda (%200 biiyiitme, Carl Zeiss Axioscope

5, Carl Zeiss Suzhou Co., Ltd) goriintiilenerek fotograflandi.
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3.8.3. Tiimorlerin Nekroz Yiizdesi

Tiimorlerin  histopatolojik  degerlendirmesinde, QuPath-0.5.1 programi
kullanilarak nekroz sahasini barindiran tiim alanlar belirlenmistir (X8 biiyiitme, stereo
mikroskop). Tiimdr alan1 ve nekroz alami (um?) belirlenerek yiizde degeri

hesaplanmustir.

3.9. Immunohistokimyasal Boyama Yontemi

Primer meme tiimdrii dokularinin immunohistokimyasal boyamasinda mouse
monoklonal CD31 (Platelet endothelial cell adhesion molecule), HSP90 alpha/beta,
PCNA (proliferating cell nuclear antigen), Polyclonal Ki-67 (proliferasyon Kiel 67)
primer antikorlar1 ve UltraVision Detection System Anti-Polyvalent, HRP
(Horseradish Peroxidase) (Ready-To-Use) (TP-060-HL, Thermo Fisher Scientific,
ABD) sekonder antikoru ve 3,3'-diaminobenzidine (DAB) kiti ((DAB Substrate
System) (TA-060-HD, Thermo Fisher Scientific, ABD)) kullanildi. Tiim
immunohistokimyasal boyama islemleri manuel olarak yapildi. Deney siiresince
kullanilan primer antikor ve sekonder antikorlar hakkinda bilgiler Tablo 3.5te

gosterildi.

Tablo 3.5. Timor dokularmmin immunohistokimyasal boyamalarinda kullanilan
antikorlar hakkinda bilgiler

Antikorlar Katalog Uretici Firma Diliisyon Inku?asy.onu Inkubas;:on
No. Siiresi Sicakhigr
Mouse
Monoclonal so- Santa Cruz
CD31/PECAM-1 376764 Biotechnology,  1/100 Overnight 4°C
(H-3) (Primer Inc. ABD
Antikor)
Mouse sc- Santa Cruz 1/100 Overnight 4°C
Monoclonal 13119  Biotechnology,
HSP90 alpha/beta Inc. ABD
(Primer Antikor)
M(l)\r/f(?;llsoenal Biolegend,
. 307902 San Diego, 1/100 Overnight 4°C
PCNA (Primer
. CA, ABD
Antikor)
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Tablo 3.5. (Devam) Timor dokularinin immunohistokimyasal boyamalarinda
kullanilan antikorlar hakkinda bilgiler

Rabjb1t Polyplonal 28074-
Ki-67 (Primer L.AP
Antikor)
Ultra V Block
(Sekonder 0 6{)AI-JB
Antikor) i
Biotinylated Goat
Anti-Polyvalent  TP-060-
(Sekonder BN
Antikor)
Streptavidin
Peroxidase TS-060-
(Sekonder HR
Antikor)
TA-
DAB Chromogen 006-
HDC
TA-
DAB Substrate 006-
HDS

Proteintech,
San Diego,
California

Thermo Fisher
Scientific,
ABD

Thermo Fisher
Scientific,
ABD

Thermo Fisher
Scientific,
ABD

Thermo Fisher
Scientific,
ABD
Thermo Fisher
Scientific,
ABD

1/2000

Stok

Stok

Stok

Stok

Stok

Overnight

10 dakika

10 dakika

10 dakika

4°C

Oda
sicakligi

Oda
sicakligy

Oda
sicakligt

Oda
sicakligt

Oda
sicakligi

3.9.1. Boyama Protokolii

3.9.1.1. Isitma ve Deparafinize Etme

Kesitler bir gece boyunca etiiv igerisinde (45°C) bekletildi. Ardindan etiiv
60°C’ye cikarilarak 30 dakika bekletildikten sonra 10 dk ksilen I, 10 dk ksilen II, 10

dk ksilen III, 10 dk ksilen IV soliisyonlarinda tutularak deparafinizasyon islemi

gergeklestirildi. Ardindan kesitler ksilenin uzaklastirilmast ve rehidrasyon amaciyla

3’er dk sirastyla absolii etanol, %80’lik etanol ve %50’lik etanol serilerinden geg¢irildi.

Bu islemden sonra 10 dk distile suda bekletilerek rehidrasyon islemi tamamlandi.

3.9.1.2. Antijen Retrieval

Primer antikorun iiretici firma talimatina gore 1s1 kaynakli antijen retrieval

yontemi yapildi. Antijen retrieval isleminde 1s1, otoklav kullanilarak saglandi. Antijen

retrieval i¢cin 10 mM (milimolar) sitrat tamponu (pH:6) kullanildi. Sitrat tamponu

yapimi Tablo 3.6°da agiklandi.
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Tablo 3.6. Sitrat tamponu hazirlama

Cozelti A: 0,1 M Sitrik Asit Cozeltisi
Sitrik asit monohidrat 21 gram
Distile su 100 mililitre

Hazirlanisi: Sitrik asit monohidrat, 100 mililitre distile su i¢erisinde ¢oziiliir.

Tablo 3.6. (Devam) Sitrat tamponu hazirlama

Cozelti B: 0,1 M Sodyum Sitrat Cozeltisi
Trisodyum sitrat dihidrat 29,4 gram
Distile su 100 mililitre

Hazirlanisi: Trisodyum sitrat dihidrat, 100 mililitre distile su icerisinde ¢oziiliir.

Tablo 3.6. (Devam) Sitrat tamponu hazirlama

Calisma Soliisyonu

Soliisyon A 9 mililitre
Soliisyon B 41 mililitre
Distile su 450 mililitre

Hazirlanisi: Soliisyon A, Soliisyon B ve Distile Su karigtirild1 ve toplam 500
mililitreye distile su ile tamamlandi. pH 6 olacak sekilde HCl ya da NaOH (Sodyum
hidroksit) ile ayarlanda.

Kesitler sitrat tamponu ile dolu plastik kaynatma kaplarina yerlestirildi. 120°C
15 dk basingli 1s1ya maruz birakildi. Isitma islemi ardindan alinan kesitler oda 1sisinda
20 dk sogumasi i¢in birakildi. Sogumasinin ardindan immunohistokimyasal boyama

asamasina gecildi.
3.9.1.3. Immunohistokimyasal Boyama

Antijen retrieval sonrast oda 1sisinda sogumasi saglanan kesitler fosfat
tamponlu salin (phosphate buffered saline-PBS) icerisinde 5 dakika inkiibe edildi. PBS
yapimi Tablo 3.7°de agiklandi.
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Tablo 3.7. Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) (0.01 M, pH 7.2)

Soliisyon Miktar
Sodyum fosfat dibazik (NaxHPO4) 1,48 gram
Potasyum fosfat monobazik (KH>PO4) 0,43 gram
Sodyum kloriir (NaCl) 7,20 gram
Distile su 1 litre

Hazirlanisi: Na;HPOs4, KH2POs4, NaCl 1 litre distile su ile ¢ozdirildii.
Hazirlanan ¢6zelti pH’s1t HCl ya da NaOH ile 7.2 olarak ayarlandi.

Immunohistokimyasal boyama, UltraVision Detection System Large Volume
Anti-Polyvalent HRP kit protokoliine gire yapildi. Endojen peroksidaza bagli spesifik
olmayan arka plan boyamasini azaltmak i¢in, kesitler %3’liik hidrojen peroksit ile 15
dakika inkiibe edildi. iki kez PBS icinde 5 dk yikandi. Ultra V Block uygulanarak
spesifik olmayan arka plan boyamasini engellemek amaciyla oda sicakliginda 10
dakikay1 agmadan inkiibe edildi. Ardindan PBS uygulanmadan kesitler silkelendi.
Kesitler iizerine primer antikorlar uygulandiktan sonra tiim kesitler bir gece boyunca
4°C’de inkube edildi. Primer antikor uygulamasini takiben tiim kesitler dort kez, 5’er
dk PBS igerisinde c¢alkalandi ve ardindan kesitler iizerine sekonder antikor damlatild
ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Dort kez 5’er dk PBS i¢inde ¢alkalandi.
Kesitler iizerine Streptavidin Peroksidaz uygulandi ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe
edildi. Dort kez 5’er dk PBS icinde yikama yapildi. UltraVision Detection System
Large Volume DAB Substrate System kitinde onerilen oranda DAB kromojen (40-100
ul) ve DAB substrat1 (1 ml) karistirilarak kesitler iizerine uygulandi ve peroksidaz
uyumlu kromojen ile 2-10 dk 1s1k mikroskobunda kontrollii sekilde inkiibe edildi.
DAB uygulamas: sonrasi kesitler distile su ile yikandi. Arkaplan boyamas1 i¢in
kesitler lizerine Mayer’s Hematoksilen (HX14931949, Sigma-Aldrich, Almanya) 12
saniye uygulandi ve akan suda yikandi. Ardindan kesitler sirasiyla %96 etanol ve

absolii etanolden gegirildi ve lam lamel arasina Entellan damlatilarak kapatildi.

3.9.2. immunohistokimyasal Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi

Tiimo6r dokularinin immunohistokimyasal ekspresyonlar1 Carl Zeiss Axioscope

5 (07745 Jena, Almanya) 151k mikroskobu altinda degerlendirildi. Immun reaksiyon
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skorlamalar1 her bir antikor i¢in ilgili kontrol dokularmnin boyanma 6zelligine ve

literatiirde belirlenen skorlama yontemlerine gore belirlendi.
3.9.2.1. Ki-67 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kantitatif olarak Ki-67 ekspresyonu degerlendirilmesinde 1sik mikroskobu
altinda x400 biiylitmede, her hayvanin tiimor dokusundan pozitif boyanan bes farkli
alandan fotograf cekildi. Fotograflar, QuPath 0.5.1'e (hiicre goriintii analiz yazilim
programi) yiiklendi. Fotograf tiirii H-DAB olarak kaydedildi. Yiiklenen goriintiilerin
piksel birimi pm’ye doniistiiriilerek piksel ayar1 yapildi. Uretici firmanin belirlemis
oldugu pozitif kontrol dokusundan alinan DAB OD degeri belirlendi ve tiim
goriintiilerde bu deger ilizerinden QuPath 0.5.1°de analiz sekmesinden hiicre goriintii
analizleri igerisindeki pozitif hiicre tespiti boliimii kullanilarak pozitif hiicre tespiti
otomatik olarak hesaplandi. Yapilan tespitlerde ¢ekirdek boyanmasi dikkate alindi. Her
alanda toplam hiicre sayis1 1000-1500 arasinda degismekteydi. Elde edilen sonuglar
hiicrelerin Ki-67 ¢ekirdek boyanmasina goére negatif ve pozitif tiimor hiicresi ile
ylizdesi olarak hesaplandi (Lea ve ark., 2021; Marwah ve ark., 2018; Zhong ve ark.,
2016).

3.9.2.2. CD31 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

CD31 ekspresyonunun kantitatif olarak degerlendirilmesinde 151k mikroskobu
altinda x400 biiylitmede, her hayvanin primer tiimor dokusundan pozitif boyanan bes
farkli alandan fotograf ¢ekildi. Goriintiiler, hiicre goriintii analiz yazilim programi olan
QuPath 0.5.1'e yiiklendi. Fotograf tiiri H-DAB olarak kaydedildi. Yiiklenen
goriintiilerin piksel birimi pm’ye doniistiiriilerek piksel ayar1 yapildi. QuPath 0.5.1°de
analiz sekmesinden hiicre goriintii analizleri icerisindeki pozitif hiicre tespiti bolimii
kullanilarak pozitif hiicre tespiti otomatik olarak hesaplandi. Her alanda toplam hiicre
sayist 1000-2000 arasinda degismekteydi. Elde edilen sonuglar hiicrelerin CD31

boyanmasina gore negatif ve pozitif timor hiicresi ile yiizdesi olarak hesaplandi.
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3.9.2.3. PCNA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Her hayvanin primer timor doku kesitlerinin kantitatif olarak PCNA
ekspresyon degerlendirmesinde 151k mikroskobunda x400 biiyiitmede 5 farkli alandan
goriintiiler alindi. Goriintiiler QuPath 0.5.1'e yiiklendi ve fotograf tiirti H-DAB segcildi.
Yiiklenen goriintiilerin piksel birimi pm’ye doniistiiriilerek piksel ayari yapild.
Manuel olarak en gii¢lii PCNA boyamasinin oldugu ¢ekirdek dikkate alinarak DAB
OD degeri ve esik araligi ayarlanarak optimizasyon yapildi ve tiim goriintiilere
uygulandi. Analiz yapilacak alan dikdortgen isaretleyici ile isaretlendi. Analiz
sekmesinden hiicre goriintii analizleri igerisindeki pozitif hiicre tespiti bolimi
kullanilarak pozitif hiicre tespiti otomatik olarak hesaplandi. Yapilan tespitlerde
cekirdek boyanmasi dikkate alindi. Her alanda toplam hiicre sayis1 1000-2000 arasinda
degismekteydi. Elde edilen sonuglar hiicrelerin PCNA c¢ekirdek boyanmasina gore

negatif ve pozitif tiimor hiicresi ile yiizdesi olarak hesaplandi.
3.9.2.4. HSP90 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

HSP90 ekspresyonunun kantitatif olarak degerlendirilmesinde 151k mikroskobu
altinda x400 biiyiitmede, her hayvanin primer tiimdr dokusundan pozitif boyanan bes
farkli alandan fotograf ¢ekildi. Goriintiiler, hiicre goriintli analiz yazilim programi olan
QuPath 0.5.1'e yiiklenerek degerlendirildi. Degerlendirme Ki-67 eskpresyonu
Olctimiinde yapilan islemlerle ayni sekilde uygulandi. Her alanda toplam hiicre sayisi
1000-2000 arasinda degismekteydi. Analiz sonuglar1 ekspresyon yiizdesi olarak

belirlendi.
3.10. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile mRNA Ekspresyonu

3.10.1. Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmas:

Tedavi uygulanan 5 grup farenin tiimér dokulari fareler sakrifiye edildikten
sonra esit iki parcaya ayrildi. Tiimor dokulari dondurulmadan steril homojenizator ile

homojenizasyonlar1 yapildi. Homojenizasyon sonrasinda 6rnekler -80°C' de muhafaza
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edildi. Elde edilen Orneklere spin kolon metoduna gore riboniikleik asit (RNA)

ekstraksiyon prosediirii uygulandi.

3.10.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Hibrigen Dokudan Riboniikleik Asit (RNA) Ekstraksiyon
(katalog no: MG-DRNA-01 (Hibrigen Biyoteknoloji, Gebze, Tiirkiye)) kiti kullanildi.
Total RNA izolasyonu i¢in kitin prosediiriine uygun olarak asagidaki islemler
uygulandi. Her 50-100 mg doku i¢in 1 ml Tissue Lysis Buffer kullanilarak dokular bu
soliisyon i¢inde homojen hale getirilerek 10 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Ornekler
12.000 rpm’de, 4°C’de, 10 dk santrifiijlenerek siipernatan yeni bir RNaz (riboniikleaz)
bulundurmayan mikrosantrifiij tiiptine alindi. Tiiplere 200 pl kloroform eklenip,
vorteks ile homojen hale gelene kadar karistirildi ve 15 dk buz tizerinde inkiibe edildi.
Tiipler 4°C’de 12.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant yeni bir
RNaz bulundurmayan mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Aktarilan siipernatantin
hacmine gore 2 oraninda etanol (%100) eklenerek vorteks ile iyice karistirildi,
ardindan karigim spin kolona alindi. 4°C’de 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek
altta kalan s1v1 kisim uzaklastirildi. 500 pul Wash Buffer TRP eklendi ve 4°C’de 12.000
rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek altta kalan siv1 kisim uzaklastirildi. 500 pl Wash
Buffer TRW eklendi ve 1 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi, ardindan 4°C’de
12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek altta kalan sivi kisim atildi. Kolon kurumasi
icin 12.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten sonra 1,5 ml’lik RNaz igermeyen
mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. Daha sonra direkt olarak membran {izerine
dokunun yogunluguna gore ortalama 75 pl RNase-free water kolona eklenerek 2 dk
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Toplama islemi i¢in 12.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilerek mRNA Ornekleri elde edildi. Elde edilen RNA’lar cDNA
(tamamlayict DNA (complementary DNA)) sentezi basamagma kadar -
80°C’de saklandu.

3.10.3. cDNA Sentezi
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RNA izolasyonundan sonra cDNA sentezi basamagi uygulandi. cDNA sentezi
icin Hibrigen cDNA sentez kiti (katalog no: MGCDNAOI1 (Hibrigen Biyoteknoloji,
Gebze, Tiirkiye)) kullanildi.

RNA 6rnegi cDNA doniisiimii i¢in 100 ng konsantrasyonunda kullanildi. Her
ornek icin RNA + Random 6-mer primer (0,5 pL) + Oligo dTs (0,5 uL) + Niikleaz free
su’ dan 12 pl’e eklendi. Hazirlanan 20 pLL RNA 6rnegi karisimi 72°C’de 5 dk siire ile
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan buz iizerinde sogutuldu. Son hacim 20 pL
olacak sekilde Tablo 3.8’de belirtilen reaksiyon bilesenleri RNA ornekleri iizerine
eklenerek 0,2 pL’lik PCR tiiplerinde karistirilldi ve Thermal Cycler (Bio-Rad,
CFX96™ Real-Time PCR, Amerika) cihazina yerlestirildikten sonra Tablo 3.9°da
belirtilen cihaz protokolii ile reaksiyon gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’lar, Real-
Time PCR i¢in hazirland1 ve -20°C’de saklanda.

Tablo 3.8. Master miks hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar

Soliisyon Miktar
Reaction Buffer 4 ul
Enzim mix 1wl
Total RNA 1-6 ul
Niiklease free dH2O 20 pul’ye
Toplam hacim 20 pl

Master miks hazirlandiktan sonra asagida yer alan thermal cycler protokolii ile

cDNA eldesi saglandi.

Tablo 3.9. Thermal cycler protokolii

Sicaklik (°C) Zaman Adim
42 60 dk cDNA sentezi
80 10 Enzim inaktivasyonu

3.10.4. Primer Dizayni

HSP90 target gen bolgesi ve GAPDH (Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz),
referans gen bolgeleri i¢in kullanilan primerler, NCBI ve ENSEMBLE gen bankalari

kullanilarak elde edilen referans genom iizerinden NCBI Primer Blast Programu ile
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fare tiirtine spesifik olarak dizayn edildi. Elde edilen primerlerin spesifitesi, yine NCBI

BLAST programu ile kontrol edildi.

3.10.5. Primerlerin Optimizasyonu

Primerler, iiretici firmanin kullanim kilavuzunda belirtilen talimatlara gére 100
uM (100 pmol/uL) i¢in gerekli su miktar1 eklenerek sulandirildi. Sulandirilan
primerler icin asagida belirtilen ara stoklar olusturularak Real-Time PCR analizi i¢in

hazir hale getirildi.

3.10.6. Primer Ara Stok Hazirlanisi

lleri (forward) ve ters (reverse) yondeki primerlerden 10 pM ara stok
olusturuldu. Bunun i¢in 100 pM’lik ana stoktan 10 pL alinarak iizerine 90 pL su
eklendi. Ara stoklar hazirlanirken M1xV1=M2xV2 klasik formiili kullanildi.

3.10.7. Real-time qPCR

Real-Time qPCR analizi i¢in Hibrigen marka SYBR Green qPCR MIX
(katalog no: MG-SYBR-01 (Hibrigen Biyoteknoloji, Gebze, Tiirkiye)) master miks
kiti kullanildi. GAPDH geni yapilan literatiir arastirmasi dogrultusunda g¢aligmaya
Housekeeping gen olarak dahil edildi.

Real-Time qPCR analizi i¢in yapilan primer dizayni sonrasi asagidaki

primerler ile reaksiyon gerceklestirildi (Tablo 3.10.).

Tablo 3.10. Real-Time qPCR analizi i¢in yapilan primer dizaynlar

Primer Ad1 Primer Sekansi Sentezletilen Firma

HSP90-MOU-F TTCCGGGCCCTTCTTTTTGT  Oligomer, Cankaya/Ankara
HSP90-MOU-R TCGGAGACGTTCCACAAAGG Oligomer, Cankaya/Ankara
GAPDH-MOU-F GGGTCCCAGCTTAGGTTCAT  Oligomer, Cankaya/Ankara
GAPDH-MOU-R CTCGTGGTTCACACCCATCA  Oligomer, Cankaya/Ankara

Real-Time qPCR analizi i¢in Tablo 3.11°deki gibi master miks hazirlandu.
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Tablo 3.11. Real-Time qPCR analizi i¢in master miks hazirlanmasi

o ST Son
Master Miks Icerigi Master Miks Icerigi Konsantrasyon
2x SYBR Green qPCR Mix 10 ul 1%
Forward Primer (10 pM) 0,4 wl 0,05-0,9 uM
Reverse Primer (10 pM) 0,4 wl 0,05-0,9 uM
cDNA Degisken Mak. 2 ul
RNase-Free Distile Su 20 ul’ye tamamlanacak sekilde
Toplam Reaksiyon Hacmi 20 pl

Real-Time qPCR analizi BIO RAD marka CFX96™ Real Time System PCR
cihazi ile asagidaki PCR protokolii uygulandi (Tablo 3.12).

Tablo 3.12. PCR protokolii

PCR Basamagi Sicaklik (°C) Zaman Dongii
On Denatiirasyon 95 5 dakika x1
Denatiirasyon 95 15 saniye x40
Annealing 57 60 saniye

Melting Curve 60-95 2 dakika x1

3.10.8. Rolatif Kantitasyon Hesaplanmasi

RNA ekspresyon miktar tayini, referans olarak GAPDH transkripti kullanilarak
kontrol grubuna normallestirilerek uygulandi. Goreceli niceleme hesaplamasinda

"AACt Metodu" kullanildi. AACt hesaplamast asagida aciklandig gibi yapildi.

o Hem hedef grup hem de referans grubundaki her numunenin hem hedef
RNA'st hem de referans RNA's1t i¢cin Real-Time PCR sonucunda Ct
degerleri elde edildi. Teknik tekrarli calismalarda Ct degerlerinin
ortalamasi alinarak hesaplamaya devam edildi.

o Hedef grup ACt degerleri, hedef gruptaki ilgili genin Ct degerinin referans
(housekeeping gen) Ct degerine oranlanarak elde edildi.

. Referans grubun ACt degerleri, referans grubundaki hedef gene ait Ct
degerinin referans (housekeeping gen) Ct degerine oranlanarak elde edildi.

o Ct degerleri 2-AACt olarak islendi ve kat degisimi (fold change)
hesaplanda.
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o Kat Degisikligi degeri 1'i asarsa, hedef grup RNA ifadesinin referans
grubunun RNA ifadesine gore arttig1 seklinde yorumlandi. Kat Degisikligi
degeri 1'in altinda ise hedef grubun RNA ifadesinin referans grubunun

RNA ifadesine gore azaldig1 seklinde yorumlandi.

3.11. istatistiksel Degerlendirme

Gruplar GraphPad Prism 8.0.2 programi kullanilarak analiz edildi. Grafikler
GraphPad Prism 8.0.2 programi kullanilarak ¢izildi. Gruplardaki veri setinin normal
dagilima uygun olup olmadigini1 degerlendirmek i¢in Shapiro-Wilk testi yapildi ve P
degerinin 0,05’ten biiyiik ¢ikmasi halinde normal bir dagilim gosterdigi kabul edildi.
Gruplarin varyansinin homojen olup olmadigina Bartlett's testi ile bakildi ve P
degerinin 0,05’ten biiyiik ¢ikmasi halinde varyanslarin homojen oldugu kabul edildi.
Normal dagilim ve homojenlik gosteren gruplar One-way Anova testi kullanilarak
degerlendirildi. P degerinin 0,05’ten kiiclik ve esit ¢ikmasi halinde gruplar arasinda
anlamli bir farkin oldugu seklinde yorumlandi. Normal dagilim gostermeyen veriler
icin Kruskal-Wallis testi uygulandi. P degerinin 0,05’ten kiiciik ve esit ¢cikmasi halinde

gruplar arasinda anlamli bir farkin oldugu kabul edildi.

44



4. BULGULAR
4.1. Makroskobik Bulgular

Toplam 5 gruptan 10’ar olmak tizere 50 adet BALB/c 1rki, disi farenin sag
torasik meme dokusuna ortotopik olarak enjekte edilen 4T1 tiimdr hiicrelerinin 29.
giinde olusan makroskobik goriintimleri Sekil 4.1°de verilmistir. Primer tiimor kitleleri
0,5-2 cm cap aralginda, ovalden silindire degisen sekillerde, solid yapida, beyaz-krem
renginde bir goriinlime sahiplerdi. Calisma gruplarinin tiimor kitlelerinin makroskobik

goriintimii Sekil 4.1°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Calisma gruplarinin tiimor kitlelerinin makroskobik goriiniimii. Calisma
gruplarinda BALB/c 1rki disi farelerin sag torasik meme dokusuna ortotopik olarak
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enjekte edilen 4T1 tiimor hiicrelerinden 29. giinde olusan tiimor kitlelerinin
sakrifikasyon sirasindaki makroskobik goriintimleri

4.2. Primer Timor Agirhiklar, Giinlik Hacim Degisimleri ve Canh Agirhk
Analizi

Tiimor implantasyonunun 7. giinii (ilk 6l¢iim) ile 29. giinii (son 6l¢lim) arasinda
tim gruplardaki hayvanlarin primer tiimor hacimleri kiyaslandiginda istatistiksel
acidan anlamli bir fark bulunmadi. 1 pg HSP90 proflaksi grubu, ilk dl¢giimden son
Olctime kadar 5,67 kat biiylime gostererek en yliksek biiylime oranina sahip grup olarak
kayit edildi. Tiim6r hacminde biiyiime oranlar1 diger gruplar arasinda sirasi ile 1 pg
HSP90 tedavi grubunda 4,67 kat, 0,5 ug HSP90 tedavi grubunda 3,37 kat ve timor
grubunda 3,20 kat olarak gdzlendi. En diisiik bliytime oran1 ise 0,5 pg HSP90 proflaksi
grubunda (2 kat) goriildii. Primer tiimoriin hacmindeki oransal degisim analizi

istatistik sonuglart Sekil 4.2°de gosterildi.

Gruplar arasinda primer tiimor hacmi ilk dl¢glim ortalamalar1 kiyaslandiginda
timor grubu ile 0,5 pg HSP90 proflaksi grubu arasinda (p=0,0035) ve 0,5 pg HSP90
tedavi grubu ile 0,5 ng HSP90 proflaksi grubu arasinda (p=0,0421) anlaml1 bir fark
vardi. Primer tiimor hacmi ilk Ol¢glim ortalamasi en diisiikten en yiiksege dogru
sirastyla 0,5 ng HSP90 proflaksi, 1 ng HSP90 proflaksi, 1 ng HSP90 tedavi, 0,5 pg
HSP90 tedavi ve tiimor grubu seklindeydi. Gruplar arasinda primer tiimdr hacmi son
6l¢iim ortalamalar1 kiyaslandiginda ise tlimor grubu ile 0,5 ng HSP90 proflaksi grubu
(p=0,0035), 0,5 ng HSP90 tedavi grubu ile 0,5 pg HSP90 proflaksi grubu (p=0,0484)
ve 1 ug HSPIO tedavi grubu ile 0,5 pg HSP90 proflaksi grubu (p=0,0273) arasinda
anlaml bir fark gortildii. Primer tiimor hacmi son 6l¢lim ortalamasi en diigiikten en
yiiksege dogru sirastyla 0,5 pg HSP90 proflaksi, 1 pg HSP90 proflaksi, 0,5 ng HSP90
tedavi, 1 pg HSP9O0 tedavi ve tiimor grubuydu. Gruplar arasindaki tiimor hacmi ilk ve

son Ol¢iim ortalamalar istatistik sonuclar1 Sekil 4.3°te gosterildi.
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Sekil 4.2. Gruplar arasinda primer tiimor hacim ortalamalarinin ilk (7. giin) ve son (29.
giin) 6l¢lim oranlart
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Sekil 4.3. Tiimo6r hacmi ilk ve son Ol¢lim ortalamalari analizi sonuglar1 (*: P <0,05;
**: P <0,01)
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Tiimor implantasyonunun 29. giinii sakrifiye edilen farelerin primer timor
agirliklar arasinda tim gruplar kiyaslandiginda tiimér grubu ile 0,5 pg HSP90
proflaksi grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (P <0,001). Ayrica tiimor grubu ile
1 ug HSP90 proflaksi grubu arasinda da anlamli bir fark belirlendi (P <0,001). 0,5 pg
HSP90 proflaksi grubu ile 1 pg HSP90 proflaksi grubu arasinda fark goriilmedi
(p=0,7254). Farelerin primer timor agirliklar: analizi Sekil 4.4’te gosterildi.
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Sekil 4.4. Primer tiimor agirliklari analiz sonuglar1 (*: P <0,001).

Hayvanlarin canli agirliklar1 arasinda herhangi bir istatistiksel farka

rastlanmamistir (p=0,3933) (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5. Hayvanlarin canli agirliklar

Hayvanlarin canli agirliklar1 7. giinden itibaren {i¢ glinde bir olmak {izere bes

kez tartild1 ve canli agirlik degisimleri Sekil 4.6’da gosterildi.

& Tumor

4 0,5 ug HSP90 tedavi
*+ 1 pug HSP90 tedavi

- 0,5 pyg HSP90 proflaksi
@ 1 ug HSP9O proflaksi

Canhi agirlik ort. (gr)
N
N
1

Sekil 4.6. Hayvanlarin canli agirlik degisimleri

Tiimér agirhg (gr) ve tiimoér hacmi (mm?) arasinda pozitif bir korelasyon
belirlendi (r: 0,7111; P:0,0001). Tiim6r hacmi ile Ki-67 (r: 0,6718; p: 0.0004) ve PCNA
(r: 0,5049; p: 0.0140) ekspresyonlar1 arasinda pozitif bir korelasyon saptandi. Timor
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hacmi ve canli agirlig1 arasinda negatif bir korelasyon dikkati ¢ekti (r: -0,6329; p:
0.0012). Korelasyon analizleri Sekil 4.7°de gosterildi.

a- 30-

5 —_

= 34 . 5259,

ble)] —

2 o g’ P o °* o o0

2 27 . 5 20 *°* % .

5 s ‘_E %o, o

[ ] ® [<
E 11 8 L% ° S 15- . -
it °
® % o
0-pe T T T T 1 10 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Tiim6r Hacmi (mm?3) Tiimér Hacmi (mm?)
50 707

S . S

S 40 3

. 2 6o o @
5

2 301 °° 2 y
1™

S o 50+ ° = °

2 20+ X .

w . . '. Y w e ® © o ©

Grp et ° 3 401 .o

X 8 . o °

0 1 1 1 1 1 30 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Tiimér Hacmi (mm?) Tiimér Hacmi (mm?3)

Sekil 4.7. Korelasyon analizleri
4.3. Histopatolojik Bulgular

Tiimdr dokusunda hiicreler incelendiginde pleomorfik yapida olduklar: dikkati
cekti. Cekirdekleri vezikiiler yapidaydi, ¢ekirdekgikler belirginlesmisti ve ¢ekirdekcik
sayisinda artig goze carpti. Sitoplazma ve ¢ekirdek boyutlarinin oran1 incelendiginde
cekirdek boyutlarinda biiytime goriildii ve ¢ekirdek sitoplazma orani artmisti. Timor
hiicreleri arasinda yer yer mononiikleer ve polimorfniikleer yangi hiicrelerinin
infiltrasyonu saptandi. Tiimor dokusu kesitlerinden alinan x400’liikk biiylitmede
ortalama 3-4 adet mitotik figiire rastlandi. Tiim timdr doku kesitlerinin merkezleri
nekrotikti ve nekrotik alanlarda ¢ogunlugu nétrofil 16kosit olan yangisal hiicre
infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekti. Primer tiimor dokusunun histopatolojik goriintimii Sekil

4.8,4.9,4.10,4.11,4.12, 4.13, 4.14°de gosterildi.
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Sekil 4.8. Primer tiimor dokusunun histopatolojik goriiniimii. Vezikiiler ¢ekirdege ve
birden fazla ¢ekirdek¢ige sahip tiimor hiicreleri, anafaz evresindeki mitotik figiir (ok)
ve atipik mitotik figiir (kesikli ok); H&E boyama, Bar =20 pm

Sekil 4.9. Primer tiimdr dokusunun histopatolojik goriiniimii. Atipik mitotik figiirler
(oklar); H&E boyama, Bar =20 um
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Sekil 4.10. Primer tiimdr dokusunun histopatolojik goriiniimii. Tiimor dokusundaki
nekrotik alan (N), tiimor hiicrelerinin bulundugu tiimoéral alan (T); H&E boyama, Bar
=100 pm

Sekil 4.11. Primer tiimdr dokusunun histopatolojik goriiniimii. Vezikiiler ¢cekirdege ve
birden fazla ¢ekirdek¢ige sahip tiimor hiicreleri (ince oklar), tipik mitotik figiir (kalin
ok), atipik mitotik figiir (kisa ok); H&E boyama, Bar = 20 um
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Sekil 4.12. Primer tiimor dokusunun histopatolojik gortiniimii. Kas lifleri (kalin oklar);
H&E boyama, Bar = 100 pm
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Sekil 4.13. Primer tiim6r dokusunun histopatolojik goriiniimii. Nekroz alani (N),

kanama (K), damar (siyah halka), tiimor hiicreleri (ince oklar) ve notrofil 16kosit
infiltrasyonlar1 (kisa oklar); H&E boyama, Bar = 50 pm
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Sekil 4.14. Primer tiimor dokusunun histopatolojik goriiniimii. Nekroz alan1 (N),

timor hiicreleri (ince oklar), kanama (kalin oklar), mononikleer I6kosit
infiltrasyonlar (kisa oklar); H&E boyama, Bar = 50 pm

4.4. Primer Tiumoriin Nekroz Yiizdesi

Primer tlimoriin histopatolojik degerlendirmesinde en yiiksek nekroz yiizdesi
timor grubunda goriiliirken (%22,20) 1 pg HSP90 tedavi grubunda %21,00, 1 pg
HSPI0 proflaksi grubunda %20,93, 0,5 pg HSP90 proflaksi grubunda %20,47 ve 0,5
png HSP90 tedavi grubunda %19,40 olarak belirlendi (Sekil 4.15). Nekroz yiizdesi
bakimindan tiim gruplar arasinda anlamli bir fark dikkat ¢cekmedi (p=0,2081) (Sekil
4.15).
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Sekil 4.15. Primer tiimdr nekroz oranlarinin gruplar arasindaki istatistik sonuglari
(p>0,05)

4.5. Immunohistokimyasal Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi
4.5.1. Ki-67 Ekspresyonu

Tiimdr hiicrelerinin niikleer immunohistokimyasal Ki-67 ekspresyonlarinin
degerlendirilmesinde tiimor grubu ile 0,5 pg HSP90 proflaksi grubu, 1 pg HSP90
proflaksi grubu, 0,5 pg HSP90 tedavi grubu ve 1 ug HSP90 tedavi grubu arasinda
anlaml bir farkin oldugu goriildi (P <0,001). 0,5 ng HSP90 proflaksi grubu, 1 pg
HSP90 proflaksi grubu, 0,5 pg HSP90 tedavi grubu ve 1 nug HSP90 tedavi grubu
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Calisma gruplarinin timor
dokularina ait Ki-67 ekspresyonlarinin immunohistokimyasal goriintimleri Sekil 4.16,
Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de gosterildi. Calisma gruplarinin
timor dokusuna ait Ki-67 ekspresyonlarinin QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen
pozitif hiicrelerin goriintliisi  Sekil 4.21°de  sunuldu. Sekil 4.22’de Ki-67

ekspresyonlarinin analiz sonuglari verildi.
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Sekil 4.16. Tiimor grubunun Ki-67 ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii.
Tiimor hiicrelerinde siddetli niikleer immun pozitif reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB
kromojen, Bar = 50 pm

Sekil 4.17. 0,5 pg HSP90 tedavi grubunun Ki-67 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timdr hiicrelerinde orta siddette niikleer immun
pozitif reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.18. 1 pg HSP90 tedavi grubunun Ki-67 ekspresyonunun immunohistokimyasal
goriinlimil. Timor hiicrelerinde siddetli niikleer immun pozitif reaksiyonlar (oklar),
HRP/DAB kromojen; Bar = 50 um

Sekil 4.19. 0,5 pg HSP90 proflaksi grubunun Ki-67 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimdr hiicrelerinde orta siddette niikleer immun
pozitif reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.20. 1 pg HSP90 proflaksi grubunun Ki-67 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde orta siddette niikleer immun
pozitif reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.21. Calisma gruplarinin tiimor dokularina ait Ki-67 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii ve QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen immun
pozitif hiicrelerin goriintiisii. Soldaki resimde tiimor hiicrelerinin Ki-67 niikleer immun
reaksiyonu (HRP/DAB kromojen), sagdaki resimde ise QuPath-0.5.1 programi ile
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belirlenen immun pozitif hiicreler gosterilmektedir. Kirmizi renk pozitif, mavi renk ise
negatif boyanan hiicreleri temsil etmektedir. Bar = 50 um
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Sekil 4.22. Primer tiimdr hiicrelerinin Ki-67 ekspresyon degerlendirilmesi ve istatistik
sonuglari (Tiimdr grubu ile kiyaslandiginda, *: P <0,001)

4.5.2. CD31 Ekspresyonu

Tiimdr hiicrelerinin CD31 membrandz ekspresyonu baglaminda tiimor grubu
hiicrelerin diger gruplardaki hiicrelere gore daha yiiksek ekspresyon sergiledigi
goriildi. Timor grubu ile 0,5 pg HSP90 tedavi grubu (p=0,0006) ve 1 ng HSP90 tedavi
(p=0,004) grubu arasinda anlamli bir farkin oldugu belirlendi. 0,5 ng HSP90 tedavi
grubu ile 1 pg HSP90 tedavi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(Sekil 4.29). Calisma gruplarinin timor dokusuna ait CD31 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriintimleri Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26 ve
Sekil 4.27°de gosterildi. Caligma gruplarinin  tiimdr dokularina ait CD31
ekspresyonlarinin QuPath-0.5.1 programu ile belirlenen pozitif hiicrelerinin goriintiisii
Sekil 4.28’te sunuldu. Sekil 4.29°da CD31 ekspresyonlarinin istatistiksel analizleri

gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Tiim6r grubunun CD31 ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii.
Tiimor hiicrelerinde siddetli immun reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar =

Sekil 4.24. 0,5 pg HSP90 tedavi grubunun CD31 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde orta siddette immun
reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.25. 1 pg HSP90 tedavi grubunun CD31 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timdr hiicrelerinde orta siddette immun
reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um

Sekil 4.26. 0,5 pg HSP90 proflaksi grubunun CD31 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimor hiicrelerinde siddetli immun reaksiyonlar
(oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.27. 1 ng HSP90 proflaksi grubunun CD31 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimdr hiicrelerinde siddetli immun reaksiyonlar
(oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.28. Calisma gruplarinin timoér dokularina ait CD31 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii ve QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen immun
pozitif hiicrelerin goriintiisii. Soldaki resimde tiimor hiicrelerinin CD31 immun
reaksiyonu (HRP/DAB kromojen), sagdaki resimde ise QuPath-0.5.1 programi ile
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belirlenen immun pozitif hiicreler gosterilmektedir. Kirmizi renk pozitif, mavi renk ise
negatif boyanan hiicreleri temsil etmektedir. Bar = 50 um
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Sekil 4.29. Primer tiimdr hiicrelerinin CD31 ekspresyon degerlendirilmesi ve istatistik
sonuclar1 (Tiimor grubu ile kiyaslandiginda, *: P <0,001)

4.5.3. PCNA Ekspresyonu

Tiimor hiicrelerinin niikleer PCNA ekspresyonlarinin immunohistokimyasal
degerlendirilmesinde tiimor grubu ile 0,5 pg HSP90 tedavi grubu (P <0,001), 0,5 pg
HSP90 proflaksi grubu (P <0,001) ve 1 ng HSP90 proflaksi grubu (P <0,01) arasinda
anlaml bir farkin oldugu goriildii. 0,5 pg HSP90 tedavi grubu ile 0,5 pg HSP90
proflaksi grubu (p=0,0266) ve 1 pg HSP90 proflaksi grubu (p=0,001) arasinda anlaml1
bir farkin oldugu goze carpti. 0,5 ug HSP90 proflaksi grubu ve 1 pg HSP90 proflaksi
grubu arasinda anlaml bir fark bulunmadi. Calisma gruplarinin tiimdr dokusuna ait
PCNA ekspresyonlariin goriintimleri Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33 ve
Sekil 4.34°de gosterildi. Calisma gruplarinin tiimér dokusuna ait PCNA pozitif
hiicrelerin QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen goriintiisii Sekil 4.35°de gosterildi.

Sekil 4.36’da PCNA ekspresyonlarmin istatistiksel analizleri gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Timoér grubunun PCNA ekspresyonunun immunohistokimyasal
gbrliinlimii. Timor hiicrelerinde niikleer immun pozitif reaksiyonlar (oklar);
HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um

Sekil 4.31. 0,5 pg HSP90 tedavi grubunun PCNA ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde niikleer immun pozitif
reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um

67



Sekil 4.32. 1 pg HSP90 tedavi grubunun PCNA  ekspresyonunun
immunohistokimyasal gorinimii. Timor hiicrelerinde niikleer immun pozitif
reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.33. 0,5 pg HSP90 proflaksi grubunun PCNA ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timdr hiicrelerinde niikleer immun pozitif
reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.34. 1 pnpg HSP90 proflaksi grubunun PCNA ekspresyonunun
immunohistokimyasal gorinimii. Timor hiicrelerinde niikleer immun pozitif
reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.35. Calisma gruplarinin timor dokularina ait PCNA ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii ve QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen immun
pozitif hiicrelerin goriintiisii. Soldaki resimde tiimor hiicrelerinin niikleer PCNA
immun reaksiyonu (HRP/DAB kromojen), sagdaki resimde ise QuPath-0.5.1 programi
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ile belirlenen immun pozitif hiicreler gosterilmektedir. Kirmizi renk pozitif, mavi renk
ise negatif boyanan hiicreleri temsil etmektedir. Bar = 50 pm
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Sekil 4.36. Primer tiimdr hiicrelerinin PCNA ekspresyon degerlendirilmesi ve istatistik
sonuglar1 (*: P <0,05; **: P <0,01; ***:P <0,001)

4.5.4. HSP90 Ekspresyonu

Tiimor  hiicrelerinin =~ HSP90  reaksiyonlarinin  immunohistokimyasal
degerlendirilmesinde tiimor grubu ile 0,5 pg HSP90 tedavi grubu (p=0,0376) ve 1 pg
HSP90 tedavi grubu (p=0,0016) arasinda anlamli bir farkin oldugu goériildii. 1 pg
HSP90 proflaksi grubu ile 0,5 ng HSP90 tedavi grubu (p=0,0370) ve 1 pg HSP90
tedavi grubu (p=0,0016) arasinda anlamli bir farkin oldugu dikkati ¢ekti. Calisma
gruplarmin tiimor dokularma ait HSP90 ekspresyonlarinin immunohistokimyasal
goriintiileri Sekil 4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39, Sekil 4.40 ve Sekil 4.41°de gosterildi.
Calisma gruplarinin tiimor dokularma ait HSP90 ekspresyonlarinin QuPath-0.5.1
programi ile belirlenen goriintiisii Sekil 4.42°da gosterildi. Sekil 4.43°da HSP90

ekspresyonlarinin istatistiksel analizleri gosterilmistir.
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Sekil 4.37. Timodr grubunun HSP90 ekspresyonunun immunohistokimyasal
goriinimii. Timor hiicrelerinde immun pozitif reaksiyonlar (oklar); HRP/DAB
kromojen, Bar = 50 pm

Sekil 4.38. 0,5 pg HSP90 tedavi grubunun HSP90 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde immun pozitif reaksiyonlar
(oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.39. 1 pg HSP90 tedavi grubunun HSP90 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde immun pozitif reaksiyonlar
(oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um

Sekil 4.40. 0,5 pg HSP90 proflaksi grubunun HSP90 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde immun pozitif reaksiyonlar
(oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.41. 1 pg HSP90 proflaksi grubunun HSP90 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde immun pozitif reaksiyonlar
(oklar); HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um
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Sekil 4.42. Calisma gruplarinin tiimoér dokularina ait HSP90 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii ve QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen immun
pozitif hiicrelerin goriintiisii. Soldaki resimde tiimor hiicrelerinin HSP90 immun
reaksiyonu (HRP/DAB kromojen), sagdaki resimde ise QuPath-0.5.1 programi ile
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belirlenen immun pozitif hiicreler gosterilmektedir. Kirmizi renk pozitif, mavi renk ise
negatif boyanan hiicreleri temsil etmektedir. Bar = 50 um
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Sekil 4.43. Primer tiimor hiicrelerinin HSP90 ekspresyon degerlendirilmesi ve
istatistik sonuglar1 (*: P <0,05; **: P <0,01)

4.6. Real-Time PCR Reaksiyonu ile HSP90 mRNA Ekspresyonu

HSP90 mRNA ekspresyon miktar tayini, referans olarak GAPDH transkripti
kullanilarak tiimor grubuna normallestirilerek yapildi. Relative Quantification
hesaplamasinda "AACt Metodu" kullanildi. Tiimér grubu ile diger gruplar
kiyaslandiginda HSP90 mRNA ekspresyon seviyesinin diger gruplarda down regiile
oldugu gozlendi. immunohistokimyasal HSP90 ekspresyonlar1 ve Real-Time PCR
bulgular1 incelendiginde tiimor grubuna kiyasla diger tim gruplarda HSP90
ekspresyon seviyelerinde diislis dikkati ¢ekti. Calisma gruplarinin Real-Time PCR
HSP90 mRNA ekspresyon miktarlar1 Tablo 4.1’de ve HSP90 mRNA ekspresyon
rolatif miktarlar1 Sekil 4.44°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1 Real-Time PCR HSP90 mRNA ekspresyon miktar tayini

Hedef Gruplar Rélatif Miktar Ortgl;ma
GAPDH Timor 1,00000 28,11
GAPDH 0,5 ng HSPIO proflaksi 0,21454 30,34
GAPDH 1 pg HSP9O0 proflaksi 0,17450 30,63
GAPDH 0,5 ug HSP9O0 tedavi grubu 0,20924 30,37
GAPDH 1 ug HSP90 tedavi grubu 0,14358 30,92
22

e 2°¢
,,-3
2* i
GAPDH
Target
[:Tﬁm&r @ 0.5 pg HSPI0 proflaksi [0 1pg HSPIO profiaksi @ 0.5 g HSP9O0 tedavi 0 1 pg HSPIO tedavi

Sekil 4.44 Calisma gruplarinda HSP90 mRNA ekspresyon rolatif miktarlar
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5. TARTISMA

Stres proteinleri olarak da bilinen HSP'ler, tiim organizmalarda yaygin olarak
bulunan molekiiler saperonlardir (Tausif ve ark., 2024). HSP'ler, proteinlerin yapisal
ve iglevsel biitlinliiglinli koruyarak ve proteinlerin uygun katlanmasina yardime1 olarak
hiicreleri ¢evresel stres faktorlerinin zararli etkilerinden korur (Yun ve ark., 2020).
Kanserlerde, apoptozis, nekroptoz, otofaji, EMT, lipid metabolizmasi, anjiyogenezis
ve tiimor bagisikliginin diizenlenmesinde rol oynarlar ve tiimor biiyiimesi ile
gelisimini  desteklerler (Albakova ve Mangasarova, 2021). HSP'ler molekiiler
agirliklarina gore siniflandirilirlar ve bunlardan birisi HSP90’dir. Tiimér hiicrelerinin
yaygin olarak karsilastigi 1s1, besin ve oksijen eksikligi gibi stres kosullarinda
HSP90’in ekspresyonu artar (Dubey ve ark., 2015). Boylece HSP90 tiimor
hiicrelerinin hayatta kalmasini1 saglar ve maligniteyi arttirarak mutasyonlarin
devamliligina izin verir, metastazi kolaylastirir ve tedaviye direng gelistirir (Whitesell
ve Lindquist, 2005). Saglikli dokularla karsilastirildiginda, kanser dokusunda daha
yiiksek HSP90 ekspresyonu goriiliir (Cheng ve ark., 2012).

Asilamalar veya immunizasyon temelde enfeksiyon hastaliklarini 6nlemeyi
amaglamistir ve 20. yiizyilin en biiyiik tibbi ilerlemelerinden biri olarak kabul edilir.
Ancak immunizasyon hastaliklar1 6nlemenin 6tesine gecer ve bazi durumlarda tedavi
edici olarak kullanilir. Enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin tasarlanan terapdtik asilar,
tiimdr i¢i uygulamalarla tiimorlerde klinik denemelerde umut verici sonuglar vermistir.
Maligniteleri asilarla tedavi etme fikri, 1910'larda William Coley'nin 6ldiiriilmiis
Streptococcus ve Serratia ile timdrlere enjeksiyon yapmasina ve 1950'lerde Lloyd
Old'un Bacillus Calmette—Guérin (BCG) ile benzer bir yaklasim benimsemesine kadar
uzanmaktadir. Biiyiik tlimorlerin sistemik regresyonunu indiikleyen ve uzun siireli
hayatta kalim saglayan bazi yeni as1 orneklerine ragmen, klinik denemelerin sinirl
olmast sonuglarin degerlendirilmesinde net veriler elde edilmesini onlemistir. Ancak
hastaya zarar1 olmayan veya ¢ok az olan immunoterapiler ile ilgili ¢alismalar rasyonel
ve ikna edici preklinik veriler sunmaktadir (Lin ve ark., 2022). Bu ¢alisma HSP90’1n
rekombinant olarak iiretilmis indiiklenmis formu ile immunizasyon olusturularak
timor hiicrelerinden salgilanan bu formun immun sistem tarafindan taninacagi ve

tiimdre kars1 daha giiclii reaksiyon verecegi hipotezi lizerine kurgulanmustir.
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HSP'ler kanser gelisimi ile kemoterapiye, radyoterapiye ve immunoterapiye
direngte dnemli roller oynarlar. Bu nedenle son yillarda HSP'lerin inhibisyonu ile ilgili
tedavilerin hedeflenmesi onkoloji alaninda ilgi ¢eken bir konu olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bu amacla antitimor tedaviler i¢in HSP’lere karsi asilama seklinde,
immun sistemin aktivasyonu veya HSP inhibisyonu olusturan ilaglarla tedaviler
denenmektedir (Yun ve ark., 2020). Kemoterapi ve radyoterapi gibi mevcut anti-kanser
tedavilerin bir¢cok simirlamas1 mevcuttur ve bunlarin iistesinden gelmek icin adjuvan
tedaviler 6n plana ¢ikmaktadir. HSP’leri inhibe eden birka¢ anti-kanser ilag FDA
tarafindan da onaylanmistir. Bunlar arasinda bir HSP70 ekspresyon inhibitorii olan ve
renal, hepatoseliiler ve tiroid karsinomlarini tedavi etmek i¢in onaylanan sorafenib
say1labilir. Sorafenib solid yapidaki tiimodrlerde kullanilan antikanser bir ilagtir. Bu ilag
hiicrede tirozin kinazi inhibe eder ve hiicrede apoptozisi tetikler. Sorafenibin HSP70
gen ekspresyonunu inhibe ettigi de saptanmistir (Llovet ve ark., 2008). Bu ¢aligmada
da immunizasyon i¢in HSP90 sec¢ilmis ve umut verici sonuglar elde edilmistir.
Calismamizin sonuglarina gore HSP90 ile immunizasyon hem proflaktik hem de
terapotik amagli gruplarda timor boyutu, histopatolojik 6zellikleri ile

immunohistokimyasal ve PCR sonuglarina goére olumlu etkiler saptanmustir.

HSP'lerin islevini modiile eden bircok aday antikanser ilacin klinik 6ncesi
laboratuvar ortaminda arastirmalar1 yapilmis ve klinik denemeleri tamamlanmis ancak
bugiine kadar FDA onayli genel bir HSP inhibitorii piyasaya sunulamamustir.
Dolayistyla HSP ile iligkili veya HSP'leri dogrudan hedefleyen ila¢ veya tedavi
secenekleri arastirilmalidir. Giiniimiizde HSP’ler ile ilgili olarak gelistirilen ilaglar
hiicresel veya humoral bagisiklik sistemini uyarma iizerine kurulmus bir
mekanizmayla etkilerini gosterirler (Yun ve ark., 2020). Normal kosullar altinda,
HSP'ler toplam hiicresel protein igeriginin %5-10'unu olusturur ve proteostazi
siirdiirmek icin entegre bir ag olarak calisirlar. Ekstrem kosullar altinda, strese yanit
olarak HSF'ler aktive edilir ve stresi tamponlamak i¢in asir1 sekilde HSP olustururlar.
Substrat protein katlama islevlerine ek olarak HSP’ler hiicre sinyal iletimi, hiicre
dongiisii ve apoptozis diizenlemesinde de dnemli roller oynarlar (Hu ve ark., 2020,
2022). Calismanin kurgulanmasi sirasinda HSP90’nin secilmesine tiim bu verilerin

degerlendirilmesi sonucunda karar verilmistir.
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HSP’ler ve tiimorlerdeki etkileri ile ilgili celigkili sonug¢larin HSP’lerin
formlarindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. HSP’ler, canli organizmalar arasinda
korunmus proteinlerdir. Birgok organizmada yapisal olarak iliskili ancak islevsel
olarak farkli HSP’ler bulunur. Bir hiicrenin farkli organel ve boliimlerinde bile farkli
formlarda bulunabilirler. Bazi HSP’ler hiicrede siirekli (constitutive) bulunan
izoformlar seklinde iken bazilart ise indiiklenebilir (indiiktif) izoformlar halindedir
(Tutar ve ark., 2010). Canli organizmalarda, hiicreler siirekli degisen kosullar
altindadirlar ve hiicrenin hayatta kalmasi ya da biitiinliigii i¢in hiicresel protein
homeostazinin korunmasi ¢ok 6nemlidir. Ciinkii bu stres kosullarinda protein yanlis
katlanmalar1 ve agregasyonlarinin hiicrenin en Onemli bilesenlerinden olan
proteinlerin yapilarinin bozulmasina neden oldugu ve bu sebeple cesitli hasar ve
hastaliklara yol actig1 dikkati ¢ekmistir. Hem prokaryot hem de Okaryot
organizmalarda bulunan korunmus HSP'ler proteostazdan sorumlu olan genis bir
protein ailesine aittir. Bunlar, yeni sentezlenmis polipeptidin katlanmasi, yari-kararl
proteinlerin yeniden katlanmasi, yanlis katlanmis proteinlerin parcalanmasi, protein
agregatlarinin ¢oziilmesi, membran boyunca protein translokasyonu, hiicre iskeletinin
korunmasi, yeniden yapilandirilmasi ve immun sistem dahil olmak {izere ¢ok gesitli
hiicresel siireglerde islev goriirler (Tutar ve ark., 2014). Ilaclar, 1s1, enfeksiyonlar, ates,
yangl, maligniteler, iskemi, oksidatif stres, biiylime faktorleri ve hormonal
stimiilasyonlar HSP ekspresyonunu indiikler ve bu hiicrelerde indiiklenmis HSP’lerin
ekspresyonlar artar. Bu nedenle, bir¢ok hastalik HSP’lerle iliskilidir ve HSP’ler hem
tedavi ve hem de immunizasyon i¢in hedeftir (Tutar ve ark.., 2022). Bu tez
calismasinda HSP90’1n indiiktif formu immunizasyon i¢in kullanilmig ve timor
hiicrelerinde ¢cogalmay1 énemli 6lgiide azaltmistir. Elde edilen bulgulara gére HSP90
meme kanseri hiicrelerinin malignitesinin ve metastatik potansiyelinin azalmasina yol
acmistir. Bu durum ise HSP90 ile immunizasyonun ayn1 zamanda tiimorlii hayvanin

immun sisteminin uyarilmasina sebep olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

HSP proteinlerinin iiniversal olarak tiirler arasinda korundugunu ve farkli HSP
ve kosaperonlar ile etkileserek farkli fonksiyonlar olusturdugu gosterilmistir. Deneyler
sirasinda tiirlerin stirekli ve indiiklenebilir formlar ile de {inite degisimi yapilmis ve bu

kimerik yapilarda izoformlarin farkli proteinler ile etkilestigi dikkati ¢cekmistir (Tutar

80



ve ark., 2006). Bu calismada, ti¢lii negatif fare tlimorii hiicreleri olan 4T1 hiicreleri ile
farelerde deneysel olarak olusturulan meme kanser modelinde hem proflaksi hem de
tedavi i¢cin 6nemli sonuglar elde edilmistir. Sonuglar bu ve benzeri uygulamalarin
insanlarda da onemli iyilestirici etkileri olabilecegi konusunda gii¢lii veriler elde
etmemizi saglamistir. Ciinkii 4T1 modeli insan {iglii negatif meme tlimorleri igin
model olarak kullanilan ve benzer sonuclarin elde edildigi bildirilen ve sik kullanilan

bir modeldir.

HSP'ler ile bunlarin antikorlarinin dolasimdaki seviyeleri g¢esitli karsinom
tiplerinde yiiksek oranlara ulasir ve bu nedenle HSP’ler degisik kanser tiplerinin evre
ve malignitelerinin degerlendirilmesi i¢in miikemmel biyobelirtecler olarak
degerlendirilmektedir. HSP'lerin, tiimor hiicresi proliferasyonu, farklilagmasi,
invazyonu ve metastazina dogrudan katilabildikleri bilinmektedir (Calderwood ve
ark., 2006; 2010). Calismamiz sonuglarina gére HSP90 nin hem tiimor gelisiminin
hem de tedavi etkinliginin degerlendirilmesi agisindan 6nemli bir hedef olabilecegi
gosterilmistir. HSP90’1n 6zellikle bizim ¢alismamizda da kullandigimiz indiiklenmis
formlar1 bu konuda son yillarda ¢ok dikkat ¢cekmeye baslamis olup umut verici
belirtegler olarak degerlendirilmektedir. Bizim sonuglarimiz da bu hipotezi

desteklemistir.

Hastanin kendi tiimorlerinden proteinlerin eldesi ve bunun tekrar hastalara
verilmesi ile immun sistemin bu proteini taniyarak ona karsi reaksiyon vermesi ve
timor tedavisi ile ilgili yaklasimlar gelistirilmistir. HSP’ler bu proteinlerin en
onemlisidir. HSP bazli asilarin ¢ogu, asinin uygulandigi hastalarin rezeke edilen
timorlerinden saflastirnlmistir. Bu kisiye 6zel asilar belirli avantajlara sahiptir, ¢linkii
bunlar tanimlamaya gerek kalmadan kanser peptitlerinin birgogunu tasirlar. Bu tip as1
hazirlama yaklasimi, olduk¢a yararli olmasina ragmen, bazi sinirlamalari da
bulunmaktadir. Bu asilardan en iyi bilineni vitespendir. Vitespen gibi otolog asi
uygulamalari i¢in dort enjeksiyonun minimum doz oldugunu ve etkisini gosterdigini
bildirilmistir (Testori ve ark., 2008). Sadece saflastirilmis HSP'ye dayali otolog asilar
kullanma seklindeki bir yaklasim basit ve avantajli olmasina ragmen as1 hazirlama
islemleri ve her hasta i¢in as1 yapmaya yeterli doku bulunamamasi gibi baz1 6nemli

dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Colaco, 2013). HSP’ler tarafindan indiiklenen
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savunma hiicreleri, yalnizca tiiretildigi timor hiicrelerini degil, ayn1 zamanda farkli
genotiplere sahip ancak benzer tiimdr antijenleri paylasan diger tiimor hiicrelerini de
Oldiirme kapasitesine sahip olabilirler (Rodrigues ve ark., 2022). Bu nedenle,
rekombinant HSP’lerin rezeke edilen tiimor 6rneginin 6zellestirilmis as1 hazirlanmasi
icin yetersiz oldugu klinik ortamlarda etkili olabilecegi diislincesi ile bu g¢alisma
planlanmistir. Buna ilaveten bu asilarin profilaktik bir as1 olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir, ¢link{i immunoterapi uygulamalari kii¢iik ve az tiimorii olan veya asi
icin hi¢ tiimdér dokusu toplanamayan hastalarda etkili olabilmektedir. Ozellikle
kadinlarda son yillarda meme kanseri bilinci artmakta ve siklikla yillik kanser
taramalar1 yaptirmaktadirlar. Projemizde 6zellikle proflaksi grubunda elde ettigimiz
sonuclar bu gibi taramalar sonucu heniiz kanserin ¢ok yeni evrelerinde veya uyuyan
kanser dedigimiz karsinoma in sifu olgularinda da bu proteinlerin etkili olabilecegini
ve belki de hi¢ cerrahi uygulamaya gerek olmadan bu tiimdrlerin immun sistem
aktivasyonu ile ortadan kaldirilabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢aligmada
rekombinant HSP90 uygulamalar1 proflaksi ve terapdtik amaclarla 4’er doz seklinde
vitespenin dozu esas almarak belirlenmistir. Tiimore etkili olabilmesi igin

indiiklenebilir HSP90 formu segilmistir.

Meme kanserleri arasinda en agresif, invazif ve yiiksek metastaza sahip, tedavi
olanaklart en simirli kanser alt tipi TNBC’dir. TNBC’de ER, PR ve HER2
ekspresyonlar1 diisiiktiir ya da yoktur, dolayisiyla bu reseptorleri hedefleyen ilaglara
yanit vermez. Giiniimiizde TNBC i¢in etkili tedaviler gelistirilmesi acil bir ihtiyagtir
(Obidiro ve ark., 2023). TNBC’nin mekanizmas1 ve tedavisine yonelik arastirmalar
i¢in tercih edilen 4T1 meme tiimorii modeli, meme kanseri arastirmalarinda kullanilan
4T1 fare meme kanseri hiicre hatt1 ile olusturulan allogreft (singenik) bir modeldir.
4T1 hiicreleri yiiksek derecede invaziv ve metastatiktir. Insan meme kanseri
arastirmalarinda kullanilmasinin nedeni ER, PR ve HER2 ekspresyonlarinin
eksikligidir (Pulaski ve Suzanne, 2000). Meme kanseri tipleri icerisinde atipik kanal
hiperplazisi ve duktal karsinoma in situ’da belirgin HSP90 ekspresyon artisi
goriiliirken, invaziv duktal karsinom’da ise yliksek HSP90 ekspresyonu goriiliir.
Ancak TNBC’lerde 6nemli 6lciide azalmis HSP90 ekspresyonu dikkati ¢eker. Bir
yandan yiiksek HSP90 kotii bir prognostik faktor olarak onerilirken, kétii prognoza
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sahip TNBC’lerde HSP90 ekspresyon azalmasi goze ¢arpar. Dikkat ¢eken bir baska
nokta ise TNBC'lerin HSP90 inhibitorlerine duyarlt olmasidir ve bu durum bir
paradoksa neden olur (Mehta ve ark., 2011; Reis ve Tutt, 2008; Sun ve ark.,2008;
Zagouri ve ark., 2010). Sunulan tez c¢alismasinda, 4T1 meme timori modeli
kullanilarak olusturulan primer meme tiimorlerinde HSP90’1n etkisi arastirildi. HSP90
proteinlerinin immunohistokimyasal yontemler ile degerlendirilmesi sonucu timor
grubu ile tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goéze
carpti. Ancak tiimor grubu ile proflaksi gruplar arasinda bir fark saptanmadi. 1 pg
HSPI0 proflaksi grubu ile tedavi gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin
oldugu dikkati c¢ekti. HSP90’in terapdtik olarak uygulanmasi HSP90 ekspresyon
seviyelerinde dikkate deger azalmaya neden oldu. Bu bulgularla paralel olarak primer
timoriin HSP90 mRNA ekspresyon seviyeleri incelendiginde tedavi ve proflaksi
gruplarinda HSP90 ekspresyon seviyelerinde diisiis dikkati ¢ekti. Ancak gruplar
arasinda istatistiksel bir fark goriilmedi. Bu bulgular, terapotik olarak uygulanan
HSP90’1n primer timér dokusunda tiimor hiicrelerinden HSP90 ekspresyonlarini
azaltabilecegi seklinde yorumlandi. Ayrica, HSP90 inhibitdrlerinin tiimor invazyonu
ve metastaz riskini azaltttig1 bildirilmistir (Tsutsumi ve Neckers, 2007). Bu ¢alismada,
HSP90 ile immunizasyonun metastaz {izerine etkili olabilecegi kanisina varildi. Ciinkii
hem histopatolojik hem de immunohistokimyasal ve PCR analiz sonuglar1 timor

gelisiminin yavasladigini ve hiicrelerin agresifliklerinin azaldigini gostermistir.

Kanser dokusunda hiicresel proliferasyonun bir belirteci olan Ki-67, mitoz ile
G1, S ve G2 donemlerinde yogun sekilde eksprese edilirken GO doneminde eksprese
edilmemektedir. Artan Ki-67 ekspresyon seviyeleri, hiicrelerin daha hizli boliindiigiinii
ve kanser dokusunun daha agresif oldugunu gosterir. Meme kanseri gelisiminde, Ki-
67'nin ekspresyonu kanser proliferasyonu ile gii¢lii bir sekilde iliskilidir (Davey ve
ark., 2021). Yiiksek Ki-67 ekspresyonu meme kanserinde kotii prognoza yorumlanir.
TNBC en yiiksek Ki-67 ekspresyonuna sahip meme kanseri tipidir (Hashmi ve ark.,
2019). Sunulan calismada tiimor hiicrelerinin immunohistokimyasal olarak Ki-67
ekspresyonlarinin degerlendirilmesinde tiimdr grubu en yiiksek ekspresyona sahip
gruptu. Timor grubu ile tedavi ve proflaksi gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farkin oldugu goze carpti. Tedavi ve proflaksi gruplar arasinda ise anlamli
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bir fark bulunmadi. Terapétik ve proflaktik uygulanan HSP90’1in tiimor hiicrelerinde
Ki-67 ekspresyonlarin1 azalttig1 dikkati ¢ekti ve boylece timor hiicrelerinin

proliferasyon aktivitelerini azaltabilecegi seklinde yorumlandi.

Diger bir hiicre proliferasyon belirteci olan PCNA, Ki-67den farkli olarak
hiicre dongiisiiniin S ve G2 fazlarinda eksprese edilir. PCNA hem DNA sentezi hem
de DNA tamiri i¢in olduk¢a 6nemlidir (Moldovan ve ark., 2007). PCNA, hiicre
proliferasyon aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilir ve aktivite ne kadar yiiksekse tiimor
hiicrelerinin metastaz yapma riski o kadar yiiksek olur (Qiu ve ark., 2017). Meme
kanserlerinde artan PCNA ekspresyonu kotii bir prognozla iligkilendirilir (Malkas ve
ark., 2006; Aydogan ve ark., 2018). Ancak Ki-67 cesitli tiimorlerde hiicre
proliferasyonunu degerlendirirken daha duyarli ve spesifik olarak kabul edilir
(Bologna-Molina ve ark., 2013). Ayrica PCNA, HSP90 ile bir kompleks olusturur.
HSP90, hiicre i¢i proteinlerin stabilizasyonu ve katlanmasini saglayarak PCNA'nin
etkin calismasina katkida bulunur (Pennisi ve ark., 2015). Sunulan tez ¢aligmasinda
timor hiicrelerinin PCNA ekspresyonlarinin degerlendirilmesinde, timor grubu en
yiiksek PCNA ekspresyonuna sahipti. En diisik PCNA ekspresyonu 0,5 pg HSP90
tedavi grubunda goriildii. HSP90’1n 0,5 pg dozunda terapotik olarak uygulamasi ve
proflaktik olarak 0,5 pgile 1 pg dozunda HSP90 uygulamasi PCNA ekspresyonlarinin
azalmasina neden oldugu dikkati ¢ekti. Terapotik ve proflaktik uygulanan HSP90’in
tiimor hiicrelerinde PCNA ekspresyonlarini azaltti1 ve hiicre proliferasyonuna negatif

etki edebilecegi diisiiniildii.

HSP90’in  hiicre stabilizasyonu sagladigr bilinmektedir. PCNA ise
proliferasyon artisinda ve DNA tamirinde ekspresyon artist gosterir. HSP90,
PCNA'nin etkin ¢aligmasina katkida bulunur (Pennisi ve ark., 2015). Ki-67 hiicrelerin
daha hizli boliindiigiinii gosterir. Ayrica hiicrelerde Ki-67 ekspresyon artisi ile
hiicrelerdeki proliferasyon artisi arasinda pozitif bir iliski ortaya koyar (Davey ve ark.,
2021). Timor gruplan ile terapotik ve proflaktik uygulama yapilan gruplar arasinda
PCNA, Ki-67 ve HSP90 ekspresyonlart birlikte incelendiginde PCNA ve Ki-67
ekspresyonlar1 ile HSP90 ekspresyonlarinin birbirine paralel bir sekilde terapotik ve
proflaksi gruplarinda azaldig1 dikkati ¢ekti. Gozlenen ekspresyon azalmasi, HSP90’1n

sagladig hiicre stabilizasyon eksikligi sonucu PCNA’nin etkin ¢alisamamasi ve DNA
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tamirinde azalma ile agiklandi. Ayrica Ki-67 ekspresyon azalmasi da bu duruma

paralellik gostermektedir.

Sunulan tez c¢alismasinda tiimor implantasyonunun 7. giini ile 29. gini
arasinda tiim gruplardaki hayvanlarin tiimor hacimleri kiyaslandiginda ilk 6l¢iimde ve
son dlglimde tliimor boyutunda en ¢ok biiylimeye sahip grup tiimor grubuydu. Timor
hacminin ilk 6l¢iimii ve son dl¢iimiinde en az biiyiime proflaksi gruplarinda gozlendi.
Timo6r hacminin en yiiksek biiyiime oran1 1 pg HSP90 proflaksi grubu iken en diisiik
bliylime oran1 ise 0,5 pg HSP90 proflaksi grubundaydi. Tiimor agirliklar
incelendiginde proflaksi gruplarinin timdr agirlhiklarinin diger gruplara kiyasla
oldukea diistik oldugu dikkati ¢ekti. Hayvanlarin canli agirliklar1 arasinda herhangi bir
farka rastlanmadi. Gonzalez-Sistal ve ark.’larmin (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada,
tiimdr boyutu ile Ki-67 ve p53 ekspresyonlarinin anlamli bir sekilde iliskili olabilecegi
bildirilmistir. Bu c¢alismada, HSP90’mn 0,5 pg proflaktik uygulamasinin timor
hiicrelerinde Ki-67 ve PCNA ekspresyonlarini azalttig1 ve ayrica timor agirhig ile
hacmindeki artis1 6nemli derecede azalttig1 dikkati ¢ekti. Boylece HSP90’1n 0,5 pg
dozda proflaktik uygulamasinin Ki-67 ve PCNA ekspresyonlarini azaltarak hiicre
proliferasyonunu azaltabilecegi ve timor agirlhigr ile timor hacmindeki artist

yavaslatabilecegi ortaya kondu.

CD31, hiicresel adezyon yoluyla yeni kan damarlarinin olusumunu yani
anjiyogenezisi saglar (DeLisser ve ark., 1997). Normal ve neoplastik
vaskiilarizasyonun bir belirtecidir (Sapino ve ark., 2001). Ayrica vaskiiler endotelyal
bariyer fonksiyonunun siirdiiriilmesi, yangi bolgelerine 16kosit go¢ii ve T lenfosit
hiicre aktivasyonunda rol oynar. Birgok solid tiimor hiicre hatt1 tarafindan eksprese
edilir. CD31, malignitelerde anjiyogenezis ve tlimorlerin kan yoluyla metastaz
yapabilme kapasitesini yansitir (Charpin ve ark., 2004). Meme kanserinde CD31,
timorlerin gelisimi, invazyonu ve metastaz yapabilmesi i¢in yeni kan damarlarinin
olusumu agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu siire¢, tiimorlerin oksijen ve besin
maddeleri almasint saglar (DeLisser ve ark.,, 1997). Ayrica, CD31’in meme
tiimorlerinde invazyona ve metastaza katki sagladigi bildirilmistir (Charpin ve ark.,
2004). Bu caligmada tiimor hiicrelerinin CD31 immun ekspresyonunda timor

grubunda diger gruplara gore daha yiiksek ekspresyon sergiledigi gézlendi. HSP90’1n
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terapotik olarak uygulanmasi tiimor hiicrelerinde CD31 ekspresyonunu azalttigi
dikkati ¢ekti. HSP90’1n terapdtik uygulamasinin CD31 ekspresyonunu azalttii ve
boylece invazyon ve metastaz riskini azaltabilecegi diisiintildii. Tiimor grubunda,
hiicre proliferasyonu belirteci olan PCNA ve Ki-67 ekspresyon artiglariyla beraber
HSP90 ve CD31 ekspresyon artiglari da sekillendi. CD31 ekspresyon artisinin sebebi,
HSPI0 ile iliskili artan hiicre proliferasyonu ile birlikte hiicrelerin besin ve oksijen
ihtiyaclarindaki artig1 saglamak amaciyla yeni mikro damarlara ihtiya¢ duyulmasi ile

iliskilendirildi.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, farelerde 4T1 meme kanseri hiicre hatt1 ile deneysel olarak
olusturulan iiclii negatif meme tiimorii modelinde HSP90’1n meme kanserine karsi

koruyucu ve tedavi edici etkisi arastirildi.

Primer meme timér dokularinda HSP90, Ki-67, PCNA ve CD31 immun
ekspresyonu ve HSP90’mm mRNA ekspresyonu incelendi. HSP90’in timdr
hiicrelerinin proliferasyon aktivitelerini azaltabilecegi ve tiimor agirligr ile tiimor
hacminde artis1 yavaslatabilecegi diislintildi. Ayrica HSP90’in  invazyon,

anjiyogenezis ve metastaz riskini azaltabilecegi 6ngoriildii.

Sonu¢ olarak meme kanserlerinde HSP90’in prognozu iyilestirebilecegi ve

hayatta kalim oranini arttirabilecegi sonucuna varilmaistir.
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