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TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez ¢alismamin yliriitilmesi sirasinda, destegini benden higbir
zaman esirgemeyen, bilgi ve tecrlibeleriyle her zaman yol goOsteren, beni
yiireklendiren, giiler yiiziinii, samimiyetini benden esirgemeyen ve 6grencisi olmaktan
her zaman gurur duyacagim ¢ok kiymetli danisman hocam sayim Prof. Dr. Ozlem
OZMEN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Doktora egitimim ve tez calismam
stiresince degerli bilgi ve yardimlarini esirgemeyen ve tecriibelerini paylasarak yon
veren hocalarim sayim Prof. Dr. Zafer OZYILDIZ’a, sayin Dog. Dr. Volkan IPEK’e
ve Uzm. Biyolog Dilnur ILERIye, ayrica Patoloji Anabilim Dal1 biinyesinde birlikte
calistigim tiim yiiksek lisans ve doktora arkadaslarima destekleri i¢in tesekkiir ederim.
Tez ¢alismamin deneysel siirecine katkilarindan dolay1r kiymetli hocam Prof. Dr.
Gamze TANRIOVER’e ve saym Ogr. Gor. Dr. Ugur SAHIN’e tesekkiir ederim.
Doktora tez ¢calismamin hem deneysel siirecinde hem de tez yazim asamasinda benden
yardim ve destegini esirgemeyen degerli arkadasim Adem MILLETSEVER’e
tesekkiir ederim. Tiim hayatim boyunca her daim yanimda ve en biiylik destegim olan
ailem Ayse AGIRCA, Hiiseyin AGIRCA, Muhammet AGIRCA ve sevgili esim
Osman TASAN’a c¢ok tesekkiir ederim.
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ETiK BEYAN

“Rekombinant Heat Shock-70 ile Immunizasyonun Meme Kanser
Modelinde Etkilerinin Molekiiler Metotlarla  Arastiridmast” baglhikli  tez
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gosterilen durumlar disinda  6zgiin - oldugunu, Prof. Dr. Ozlem OZMEN
danismanliginda Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tez Yazim Kilavuzuna gore yazildigini beyan ederim.
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OZET

Rekombinant Heat Shock-70 ile Immunizasyonun Meme Kanser Modelinde
Etkilerinin Molekiiler Metotlarla Arastirilmasi

Meme kanseri kadinlar ve disi hayvanlarda sik gozlenen ve 6nemli oranda mortaliteye
sebep olan tiimorler arasinda sayilmaktadir. Meme kanseri insidansi gitgide artmakta
ve bu nedenlede erken teshis ve tedavi ile ilgili ¢alismalar hizlanmaktadir. Bu
calismalar hizli teshis ile yan etkisi azaltilmis tedavilere odaklanmaktadir. Meme
kanseri caligmalarinda en ¢ok kullanilan yontem deneysel timor modelleridir. Heat
shock proteinler hiicrelerin stres kosullarina yanit verme yeteneklerini artirarak hayatta
kalmalarini saglar; tiimor hiicreleri de bu proteinleri iireterek kendilerini konakgi
immun yanitindan korumaya c¢alisir. Arastirmalarda bu proteinlerden en sik
kullanilanlar arasinda Heat Shock Protein 70 (HSP70) bulunmaktadir. HSP70, stres
kosullarinda hiicrelerde sentezlenen ve proteinlerin dogru katlanmasini saglayan bir
saperon proteindir. Son yillarda, HSP70’in meme kanserinde oynadigi roller iizerine
yapilan aragtirmalar artmistir. Bu protein kanser hiicrelerinin strese karsi direng
kazanmasinda ve hayatta kalmasinda kritik bir rol oynamaktadir. HSP70’in yiiksek
seviyelerde eksprese edilmesi, kanser hiicrelerinin kemoterapi ve radyoterapi gibi
tedavilere kars1 direng gostermesine katkida bulunabilir. Bu nedenle, HSP70’in meme
kanseri tizerindeki etkilerini anlamak yeni terapdtik hedeflerin belirlenmesi ve tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesi agisindan biliyilk 6nem tasimaktadir. Bu c¢alismada,
rekombinant HSP70 proteini ile immunizasyonun meme kanseri modelinde molekiiler
yontemlerle incelenmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, rekombinant HSP70
ile immunize edilen farelerde tiimdr biiyiimesi, malignite Ozellikleri ve metastaz
potansiyeli degerlendirildi. Sonuglar, HSP70 immunizasyonunun kanser hiicrelerinin
bliylimesini, malignite Ozelliklerini ve metastazini 6nemli Olgiide azalttigini
gostermistir.  Proflaktik veya terapdtik olarak uygulanan HSP70’in  timor
malignitesinde onemli olan HSP70, Ki-67, PCNA ve CD-31 gibi belirteglerin
immunohistokimyasal ekspresyonlarinda azalmalara sebep oldugu goriildi. PCR
verileri de bu bulgular1 destekledi. Elde edilen bulgular, rekombinant HSP70’in, meme
kanseri tedavisinde etkili bir immunoterapdtik ajan olarak kullanilabilecegine dair
gliclii kanitlar sunmaktadir. Bu alanda yapilacak yeni ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag
bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Fare, HSP70, Meme Kanseri, Rekombinant Protein
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Immunization with Recombinant Heat Shock -70 in a
Breast Cancer Model by Molecular Methods

Breast cancer is one of the most frequently observed tumors in women and female
animals, contributing significantly to mortality rates. The incidence of breast cancer
continues to rise, prompting intensified research on early diagnosis and treatment.
These studies aim to achieve rapid diagnosis and focus on therapies with reduced side
effects. Experimental tumor models are the most commonly used methods in breast
cancer research. Heat shock proteins (HSPs) enhance the ability of cells to respond to
stressful conditions, thereby promoting their survival. Tumor cells also produce these
proteins to shield themselves from the host's immune response, with Heat Shock
Protein 70 (HSP70) being among the most extensively studied. HSP70 is a chaperone
protein synthesized under stress conditions that ensures proper protein folding. Recent
research has increasingly focused on the roles of HSP70 in breast cancer. This protein
plays a critical role in enhancing the resistance and survival of cancer cells under stress.
Elevated expression levels of HSP70 can contribute to cancer cells' resistance to
therapies such as chemotherapy and radiotherapy. Thus, understanding the effects of
HSP70 on breast cancer is vital for identifying new therapeutic targets and developing
treatment strategies. In this study, the immunization with recombinant heat shock-70
(HSP70) protein in a breast cancer model was examined using molecular methods. The
study evaluated tumor growth, malignancy criteria, and metastasis potential in mice
immunized with recombinant HSP70. The results indicated that HSP70 immunization
significantly reduced cancer cell growth, malignancy criteria, and metastasis.
Prophylactic or therapeutic application of HSP70 led to notable decreases in the
immunohistochemical expression of markers important for tumor malignancy, such as
HSP70, Ki-67, PCNA, and CD-31. PCR data supported these findings. The findings
provide strong evidence that recombinant HSP70 can be used as an effective
immunotherapeutic agent in breast cancer treatment. Further comprehensive studies in
this area are needed.

Keywords: Breast Cancer, HSP70, Mouse, Recombinant Protein
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser
tiirlerinden biridir ve kanser kaynakli 6liimlerin 6nde gelen sebeplerinden biri olmaya
devam etmektedir. Geleneksel tedavi yontemleri olarak cerrahi miidahale, radyoterapi
ve kemoterapi belirli durumlarda etkili olsalar da gogu zaman yan etkilere ve hastaligin
niiks etmesine yol acabilmektedir. Bu nedenle, daha hedefe yonelik ve etkili tedavi
stratejileri gelistirmek, meme kanseri yonetiminde biiylik bir 6neme sahiptir (Yang ve

ark., 2022).

Heat Shock Proteinler (HSP) hiicreleri stres kosullarina karsi korumak igin
sentezlenen molekiillerdir. HSP70 ailesi, 6zellikle protein katlanmasi ve hiicresel stres
yanitlarinda onemli roller oynamaktadir. Son yillarda, HSP70'in immun sistem
tizerindeki diizenleyici etkileri ve kanser immunoterapisinde potansiyel bir hedef
olarak kullanilabilecegi yoniindeki bulgular, bu proteine olan ilgiyi artirmistir (Hu ve

ark., 2022; Vostakolaei ve ark., 2021).

Rekombinant HSP70 ile immunizasyonun immun sistemi tiimor hiicrelerine
kars1 aktive ederek bu hiicreleri kisa siirede tanimasini saglayacagi, timore karsi daha
etkili bir reaksiyon gelistirecegi ve tlimor bilylimesini inhibe edebilecegi fikri ile bu
calisma planlanmistir. HSP70 ile immunizasyonun meme kanseri modelinde tiimor
biiylimesi ve metastaz lizerindeki etkilerinin aragtirilmasinin, kanser tedavisinde yeni

ve etkili yaklagimlar gelistirilmesine katki saglayabilecegi diistiniilm{istiir.

Bu ¢alismada, rekombinant HSP70 ile immunizasyonun meme kanseri modeli
tizerindeki etkileri patolojik, immunohistokimyasal ve PCR metotlariyla
degerlendirilmistir. Calismamizin temel amaci, rekombinant HSP70’in 4T1 meme
kanseri hiicreleri ile deneysel olarak farelerde olusturulan tiimorlerdeki etkilerini
degerlendirmek ve bu etkinin molekiiler mekanizmalarini ortaya koymaktir. Bu
baglamda, HSP70 ile immunizasyonun potansiyel bir tedavi ajan1 olarak kullanimina
yonelik bilimsel verilerin elde edilmesi ve gelecekteki klinik ¢aligmalara zemin

hazirlanmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiimoérlerin Ozellikleri

Tiimor dokusu, tiimorii olusturan hiicrelerden zengin olan parankim ve bu
hiicreleri destekleyen stroma adi verilen bag dokusu olmak iizere iki kisimdan
meydana gelmektedir. Canli1 organizmadaki herhangi bir hiicre kdken aldigi hiicre
ozelliklerini az ya da ¢ok kaybeder ve bazi yeni 6zellikler kazanarak tiimor hiicresine
dontisebilir. Yeni bir hiicre tipine doniisen bu tiimor hiicresi tekrar eski haline
donemez. Ayrica tiimoral Ozellikler boliinme sonucu olusan yeni hiicrelere de
aktarilmaktadir. Timor hiicrelerinin 6nemli bir 6zelligi de organizmadaki diger
hiicreler ile organize bir sekilde hareket edememeleridir (Sharma ve ark., 2022; Tarin,

2023).

Tiimor hiicreleri proliferasyon i¢in devamli bir uyarana ihtiya¢ duymadan,
hatta tiimore neden olan etken ortadan kalksa bile hizli bir sekilde ¢ogalmaktadir.
Normal dokularin gelisimini kontrol altinda tutan kontrol mekanizmalarindan timor
hiicreleri etkilenmezler ve boylece tiimorlerde biiylime sinirsiz olarak devam eder.
Timo6r dokularinin kontrol mekanizmalarindan etkilenmeksizin ve canlinin yeteri
kadar besin alip almadigina veya zayifladigina bakmaksizin tiimor gelisimine devam
etmesi, tiimoriin otonom 6zellik kazanmas1 sonucu sekillenmektedir (Ebbesen ve ark.,

2009; Infanger ve ark., 2013; Szasz ve Szigeti, 2024).

Tiimor stromasi, neoplastik olmayan destekleyici bir bag dokudan
olusmaktadir. Stroma, biiyiik Ol¢lide hiicre dis1 bag dokusundan ve karmasik bir
proteoglikan matrisine gdmiilii proteinler ve kollajen gibi glikoproteinlerden meydana
gelmektedir. Ektraseliiler matriks (ECM) olarak adlandirilan bu yap1 ayni1 zamanda
tiimore besin saglayan kan damarlarini, kollajeni, fibroblastlar1 ve bagisiklik hiicreleri
gibi ¢esitli bilesen ve dokular1 kapsamaktadir (He ve ark., 2022; Sutherland ve ark.,
2023).



Stromal doku, tiimor biiylimesini desteklemesinin yani sira tiimorlerin
etrafinda bir bag doku kapsiilii olusturarak neoplastik yayilimin siirlandirilmasina

yardimc1 olmaktadir (He ve ark., 2022).

2.1.1. Tiimor-Stroma Etkilesimleri

Tiimor hiicreleri stromalariyla, bliylime faktorleri, sitokinler, hormonlar ve
inflamatuar aracilar dahil olmak iizere ¢ok cesitli sinyal molekiillerini degis tokus
ettikleri karmagik bir etkilesime girmektedir. Bu etkilesim sonucunda hem stromal
hiicrelerin hem de tiimdr hiicrelerinin biiylime hizi, farklilasma durumu ve davranisi

diizenlenmektedir (Bozyk ve ark., 2022; Pereira ve ark., 2021).

Tiimdr hiicreleri, cevrede bulunan stromal hiicreleri tiimor hiicresi cogalmasini
ve hareketliligini arttiran veya yangi hiicrelerini ¢eken bazi sitokinleri iiretmeye tesvik
edebilir. Ayrica tiimor hiicreleri, stromal fibroblastlar veya yangi hiicreleri tarafindan
salgilanan proteazlar ve biiylime faktdrlerini ECM’den serbest birakarak tiimdr hiicresi
cogalmasini ve gociinli uyarabilir (Galland ve Stamenkovic, 2020; Rogers ve ark.,

2022).

2.2. Meme Bezi

Memelilerin belirleyici bir 6zelligi olan meme bezi, ergenlik doneminde
gelismeye baslayarak tam anlamiyla yetiskinlikte gelisen, her Ostrus, hamilelik,
emzirme donemlerinde biiylime ve gerileme dongiileri goriilen dinamik bir organdir.
Yavrular i¢in beslenme kaynagi olan memelerde anormal gelisimler ile meme

tiimorleri gibi ¢esitli hastaliklar da ortaya ¢ikmaktadir (Solodneva ve ark., 2022).

Farkli canli tiirlerinde meme bezinin konumu ve sayisinda biiyiik farkliliklar
vardir. Ornegin, primatlarda tek bir meme bezi ¢ifti bulunurken, sigan ve farelerde
viicutlarinin her iki yaninda iki sira seklinde yer almaktadir (Biswas ve ark., 2022;

Solodneva ve ark., 2022).



2.2.1. Meme Bezinin ilkel Yapisi ve Gelisimi

Meme bezi, embriyogenez sirasinda ventral bolgede derinin altinda sekillenen
gelismemis bir yapidir. Embriyonik yasamdan itibaren ergenlik doneminde biiyliimeye
baslayarak, hamilelik sirasinda, laktogenezden 6nce alveolar yapilarin sekillenmesini
destekleyen hormonlarla ve biiyiime faktorlerindeki degisikliklerle yonlendirilen
morfolojik ve islevsel degisikliklere ugradigi duktal bir gelisim siirecinden geger
(Spina ve Cowin, 2021). Meme bezleri embriyonik donemde ektodermin kalinlagmasi
sonucu ortaya ¢ikar ve dogumda biiyiik bir meme yastiginin kii¢iik bir boliimiine
gomiili ilkel, dalli bir kanal agina dontigiir. Bu dallanmis kanal agmin biiylik
cogunlugu fetal gelisimden ziyade ergenlik doneminde sekillenir. Meme bezinin
embriyonik gelisimi birgok memeli tliriinde gebeligin orta doneminde baglamasina
ragmen, ¢esitli memeli tiirlerinde bu gelisim farklilik gostermektedir (Biswas ve ark.,

2022).

Farelerde bezin gelisimi; gebeligin ortasinda, embriyonik giin 10.5 (E10.5)’de
iki tarafli epidermal ¢ikintilar veya siit hatlar1 olustugunda baslar ve bu olusumdan
sonraki 24-36 saat icerisinde meme hatlar1 boyunca ektoderm hiicre katmaninin
kalinlagsmasi ile bes ¢ift mercimek biiyiikliigiinde plakodlar olusur. Her bir plakod
meme ucuna karsilik gelen, bazal membran ile ¢evrelenmis bir meme tomurcugu
olusturmak i¢in altta yatan meme mezenkimine dogru genisler. Boylece dermis i¢inde
yer alan gelismekte olan meme yag yastigima ulasana kadar mezenkime dogru
uzanirken tomurcuk biiyiimesi sekillenir (Slepicka ve ark., 2021). Gevsek bir
preadiposit kiimesinden olusan yag yastigini istila ettikten sonra mezenkimal tabakaya
gomiilii duktal dallanma sekillenmeye baglar ve bir limen olusturarak dogumdan 6nce
ici bos ilkel bir kanal ag1 olusturacak sekilde gelisir. E15.5-E16.5’ten embriyonik
gelisimin sonuna kadar meme tomurcuklar1 uzamaya devam eder. Boylece dogumda
meme bagina giden tek bir kanala sahip basit dallanmis gelismemis bir yapt mevcuttur

(Slepicka ve ark., 2021; Solodneva ve ark., 2022; Spina ve Cowin, 2021).

Insan meme bezi gelisimi, farelerden farkli olarak embriyonik gelisim sirasinda

tek bir ektodermal tomurcuk olarak baslar ve ilk gézle goriiliir hali besinci haftada fark



edilir. Meme tomurcuklarinin gelistigi iki temel meme hatti torasik bolgede yer alir.
Embriyonik gelisimin tamamlanmasinin ardindan hem kemirgenler hem de insanlar
heniiz gelismemis benzer meme parankim yapilarina, meme tomurcuklarina ve epitel

yapisina sahiptir (Biswas ve ark., 2022).

2.2.2. Meme Bezinin Anatomisi ve Histolojisi

Meme bezleri, viicudun ventral yilizeyinde iki tarafli olarak yer alan apokrin
bezlerden koken alabilen epidermal eklentilerdir. Bilesik, dallanmig bir tubiiloalveolar
yapida olan meme bezleri memelilerin 6nemli bir 6zelligidir. Disi farede yag yastiklari
icinde hayvanin her iki yaninda simetrik bir bi¢imde 6n bacaklarin 6niinde bir ¢ift,
arkasinda iki ¢ift, arka bacaklarinin 6niinde bir ¢ift ve kasik bolgesinin hemen 6niinde
bir ¢ift yer alacak sekilde bes ¢ift meme bezi bulunur. Insanlarda ise meme bezleri,
toraks bolgesinde deri altinda bulunan ¢ift dis salg1 bezleri olarak yerlesmistir. Her
bez, bag dokusu ve yag dokusuyla digerlerinden ayrilmis 15-25 adet lobi glandulae
isimli tubiiloalveoler bezden olusur. Her lob, bir laktiferdz kanala agilir. Salg1 bezleri
siit iiretir ve intralobiiler kanallara bosaltir, ardindan interlobiiler kanallara gider.
Interlobiiler kanallar, siitin bosaldig1 laktiferdz siniislerle birlesir. Meme bas1
keratinlesmis yassi hiicrelerle kaplhidir. Gebe olmayan farede meme dokusu, yag
dokusu i¢ine gomiilii dallanan bir kanal sisteminden olusur. Kanallar, bazal laminaya
bagl bir miyoepitelyal hiicre tabakasi ile ¢evrili ve kiiboidal epitel ile kaplhidir (Al-
Khaldi ve ark., 2022; Honvo-Houéto ve ark., 2015). Gebelik sirasinda epitelyal bilesen
cogalarak lobiiler alveolleri olusturur. Alveoller, sitokeratinleri ve diiz kas aktinini
eksprese eden aralikli miyoepitel hiicre tabakasiyla cevrili tek bir epitel hiicre
tabakasina sahiptir (Oakesve ark., 2006). Siit salgilanmas1 dogumdan bir giin dnce
baglar ve ii¢ haftalik laktasyon boyunca ya da yavrular siitten kesilene kadar devam
eder. Meme bezi siitten kesildiginde apoptozis ile involiisyona ugrar ve yaklasik iki

hafta i¢inde gebelik dncesi eski durumuna doner (Spina ve Cowin, 2021).

Morfolojik olarak meme bezleri epitel ve stromal hiicreler olmak {izere farkli
hiicre tiplerinden olugsmaktadir. Epitel hiicreleri bezin duktal agini sekillendirip yiizey

alani genisletirken, hiicre dis1 matriks proteini igeren cesitli stromal dokular meme



bezlerini destekler. Epitel katman bazal membran ile stromadan ayrilir. Meme bezinde
luminal ve bazal olmak {izere iki ana epitel tiirii vardir. Luminal epitel, siit iireten salg1
alveollerine veya lobiillere farklilasan i¢i bos liimeni g¢evreler ve kanallarin ig
katmanini olusturur. Buna karsilik bazal epitel, olgun meme kanallarinin dis katmanini
olusturan miyoepitelyal hiicrelerden olusur (Al-Khaldi ve ark., 2022; Honvo-Houéto
ve ark., 2015). Stromal bag dokunun ana bilesenlerini, meme yag yastigini olusturan
ve gomiilii duktal ag1 koruyan adipositler, fibroblastlar, vaskiiler endotel hiicreleri ve
cesitli dogustan bagisiklik hiicreleri olusturur. Meme epiteli ile kendisini ¢evreleyen
stroma arasindaki karsilikli sinyallesme, meme bezi morfogenezinin temel bir
bilesenidir (Spina ve Cowin, 2021). Meme bezinin sahip oldugu iki adet epitel hiicresi
(luminal epitel ve miyoepitel) ve stromasinin (interlobiiler ve intralobiiler stroma) her

biri hem benign hem de malign tiimorlerin kaynagidir (Kumar ve ark., 2015).

2.3. Meme Tiimorleri

Meme tiimorleri hem insanlarda hem de evcil hayvanlarda diinya ¢apinda en
cok tami alan tiimorlerden olup kansere bagli Oliimlerin en sik karsilagilan
nedenlerinden biridir. Meme tiimorlerinin goriilme sikligi evcil hayvanlar arasinda
kopeklerde ¢ok yaygin olup kopeklerle karsilagtirildiginda kedilerde daha diisiiktiir;

diger hayvan tiirlerinin ¢ogunda ise nadir olarak goriilmektedir (Meuten, 2020).

Disi kopeklerde en yaygin goriilen tiimdrler arasinda deri timorlerinden sonra
meme tlimorleri yer almaktadir. Képek ve kedilerde bu tiimoérlerin goriilme orani
cografi bolgelere gore degismekle beraber ovaryumlarin alinmasi ve bu islemin
yapildig1 yas ile dogrudan iliskilendirilmektedir. Bununla birlikte irk duyarliligi, yas,
ekzojen hormon maruziyeti, diyet ve beslenme ile sosyoekonomik faktorler de dahil
olmak iizere goriilme sikligini etkileyen birgok faktoriin varligindan s6z edilmektedir
(Alabbody, 2019). Kopeklerde malign ve benign tiimorlerin oranini belirlemek,
cerrahi olarak uzaklastirilan her timor icin histopatolojik inceleme ile tiplendirme
yapilmadig1 ve incelemeyi yapan patologun deneyimiyle dogrudan baglantili oldugu

icin zordur. Patoloji degerlendirilmesi i¢in gonderilen kitlelerin %41-53’niin malign



oldugu ve bu tiir timorlerin ortalama goriilme sikliginin 10 yas civarinda oldugu rapor

edilmistir (Alabbody, 2019; Goldschmidt ve ark., 2016; Varallo ve ark., 2019).

Kadinlarda kopeklere benzer sekilde meme tlimdrleri en yaygin goriilen malign
tiimorlerdir ve cogu kadinda akciger metastazi sonucu Oliim sekillenmektedir.
Insanlarda 2020 kanser istatistik raporlarina gére meme kanseri, mortalite orani olarak
akciger kanserini geride birakmistir (Yang ve ark., 2022). Diinya Saglik Orgiitii'niin
istatistiklerine gore, 2020'de yaklasik 2,3 milyon yeni meme kanseri vakasi tespit
edilmistir ve tiim kanser vakalarinin %11,7’sini olusturmustur (Yang ve ark., 2022).
Kadinlarda ve kdpeklerde meme bezi tiimorleri, epidemiyolojik 6zellik, goriilme yast,
morfolojik gériiniim, metastaz durumu ve tiimdriin seyri bakimindan bir¢cok benzerlik
sergilemektedir. Timor hiicrelerinde Gstrojen reseptorlerinin varligi da kadin ve
kopeklerde birbirine benzemektedir. Meme tlimdrlerinin tamamina yakini kadinlarda
ve disi kopeklerde, daha az oranda ise erkeklerde goriilmektedir. Yas, meme tlimorii
icin 6nemli faktorlerden biridir. Kadinlarda meme kanseri insidansindaki artig tiim yas
gruplarinda gozlenirken, bu artis 50 yas altindaki kadinlarda daha ytiksektir (Lima ve
ark., 2021).

Meme tiimorlerinin yaklasik %10’u kalitsaldir ve bazi genlerde sekillenen
mutasyonlar1 icermektedir. Ozellikle BRCA1 (meme ve yumurtalik kanseri yatkinlik
geni) ve BRCA2 ad1 verilen iki genin mutasyonlarinin meme kanseri ile iligkili oldugu
kesfedilmistir (Cui ve ark., 2011; Saladin ve Porth, 2010). Ayrica tiimor baskilayici
genlerden TP53 (tiimor protein 53), NF1 (ndrofibromatozis tip 1), STK11 ve PTEN
(protein tirozin fosfataz ve tensin homologu) dahil olmak {izere birka¢ genin yiiksek
penetrasyonlu mutasyonu kalitsal meme kanseri riskine katkida bulunmaktadir.
Bununla birlikte, meme kanserlerinin %90’dan fazlasi, rastgele somatik
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Angeli ve ark., 2020; Chamseddine ve ark., 2022;
Sokolova ve ark., 2023).

Insanlarda ve hayvanlarda meme tiimorii gelisiminde kalitsal olmayan risk
faktorleri arasinda cinsiyet, yas, genetik yatkinlik, uzun lireme siiresi, hi¢ dogum

yapmama, iyonlastirict radyasyona ve kanserojen kimyasallara maruz kalma, asiri



alkol ve yag alimi, sigara gibi faktorler ile birlikte proliferatif meme lezyonlarinin
bulunmasi yer almaktadir (Goldschmidt ve ark., 2016; Kumar ve Parasar, 2020;
Varallo ve ark., 2019).

2.3.1. Meme Tiimorlerinin Histopatolojik Siniflandirmasi

Meme tiimorlerinin histolojik smiflandirmasi, tiimoériin patolojik biiyltime
paternine dayanmaktadir. Tlimoriin sadece meme epiteliyal bileseni ile sinirli olma (in
situ karsinom) ya da stromaya invaze olarak invaziv karsinom haline gelme, kanaldan
(duktal karsinoma) ya da lobiilden (lobiiler karsinoma) kaynaklanmis olma durumu
gdz Oniline alinarak histolojik smiflandirma yapilmaktadir. Meme kanseri, duktal
karsinoma in situ (DCIS) ve invaziv duktal karsinom (IDC) olmak {izere siniflandirilir.
DCIS, sadece kanal ve lobiillerle sinirli potansiyel malign intraduktal epiteliyal hiicre
proliferasyonu olarak tanimlanirken IDC ise, meme dokusundaki neoplastik hiicrelerin
kanal duvar1 boyunca stroma igine penetrasyonuyla karakterize olan malign anormal
proliferasyonu seklinde tanimlanir (Henry ve ark., 2019; Kumar ve ark., 2015). Hem
karsinoma in situ hem de invaziv karsinom, tiimériin koken aldig1 yer temel alinarak
duktal ve lobiiler olarak siniflandirilir. Meme kanallarindan kaynaklanan kanserlere
duktal karsinomlar, lobiillerden kaynaklananlara ise lobiiler karsinomlar adi

verilmektedir.

Invaziv meme karsinomlarmin 20°den fazla farkli histolojik alt tipi vardir.
Histolojik alt tipler, hiicre tipi (6rn. apokrin 6zellikli karsinom), hiicre dis1 sekresyon
miktari, tiirii ve konumu (6rn. miisindz karsinom), yapisal ozellikler (6rn. papiller,
tubuler ve mikropapiller karsinom) ve immunohistokimyasal profil (6rn. néroendokrin
farklilagsmas: olan karsinom) gibi genis bir kriter yelpazesine gore smiflandirilir
(Masood ve ark., 2016). Bunlardan en yaygin olani, tiim meme invaziv karsinomlarin
yaklasik %40-75’ini olusturan IDC-NST (invaziv duktal karsinom- spesifik olmayan
tip)’tir. Bunu tiim invazif kanserlerin yaklasik %10 unu olusturan invaziv lobiiler
karsinomlar (ILC) takip etmektedir. Geri kalanlar ise miisindz, kribriform,
mikropapiller, papiller, tubiiler, mediiller, metaplastik ve apokrin karsinomlar gibi

daha az yaygin olan histolojik tiplerdir (Tsang ve ark., 2020).



Ozel tip olarak tanimlanan tiimérler belirgin dzellikler ve &zel hiicresel ve
molekiiler davranig gosterirler. Bu tip tlimorler arasinda en sik mediiller karsinom,
metaplazik karsinom, apokrin karsinom, miisinéz karsinom, kribriform karsinom,
tubuler karsinom, ndéroendokrin karsinom, klasik lobiiler karsinom ve pleomorfik

lobiiler karsinom yer almaktadir (Masood ve ark., 2016).

2.3.2. Meme Timorlerinin Molekiiler Siniflandirmasi

Meme tiimoriintin farklilasma tipine ve derecesine (tiimor tipi ve histolojik
derece) dayali siniflandirilmasi, mevcut olan tiimoér boyutu, lenf diiglimii tutulumu,
metastaz gibi klinik morfolojik parametreler meme tiimoriiniin oldukca karmasik olan
biyolojik heterojenligini tam olarak yansitmak icin yetersizdir. Benzer morfoloji ve
evreye sahip tlimorlerin klinik davramis ve tedaviye yanit acisindan farklilik
gosterdigini One siiren c¢esitli kanitlar vardir. Ayrica, meme kanserinin dogasi ve
biyolojisinin daha iyi anlasilmasi ve sistemik tedavi se¢eneklerinin (hormon,
kemoterapi, anti-HER-2 ve diger hedefe yonelik tedavi ve immunoterapi) artmasi,
molekiiler prognostik ve prediktif belirteglerin kullanilmasinin gerekliligini daha da

vurgulamaktadir (Rakha ve ark., 2023; Richard ve ark., 2021).

Meme kanseri molekiiler alt tiplerinin ayriminda baslica sorumlu gen gruplari,
Ostrojen reseptorleri (ER), progesteron reseptorleri (PR), human epidermal growth
factor receptor-2 (HER-2) ve hiicre proliferasyon diizenleyicisi (Ki-67) ile ilgili
genlerdir. Meme kanseri, gen ekspresyon profili kullanilarak tanimlanan molekiiler
siniflandirma ile Luminal A, Luminal B, HER-2’yi asir1 eksprese eden, bazal benzeri
meme kanserleri (BLBC) ve normal benzeri meme tiimorleri olmak tizere 5 temel alt

tipe ayrilmistir (Beniacka ve ark., 2022; do Nascimento ve Otoni, 2020).

Meme kanseri, gen ekspresyon profili kullanilarak tanimlanan molekiiler
siniflar1  tamimlamak i¢in bir dizi immunohistokimyasal biyobelirtegler de
kullanilmaktadir. Bu belirtecler arasinda Ki-67, ER, PR ve HER-2 yer almaktadir. ER
ekspresyonuna gore meme kanserleri ER+ ve ER— olmak tizere iki farkli kiimeye

ayrilir. ER pozitifligi luminal sinif i¢in belirleyicidir, Luminal A ve B molekiiler alt



tipleri ER pozitif iken, HER-2’yi asir1 eksprese eden, BLBC ve normal benzeri
tiimorler ER— tir (Tsang ve ark., 2020).

Tablo 2.1. ER, PR, HER-2 ve Ki-67’nin IHC analizi, farkl alt tiplerin tanimlanmasi
icin kullanim1 (Tsang ve ark., 2020).

Molekiiler alt tipler ER PR HER-2 Ki-67

Luminal A alt Tip + PR>%20 - Ki-67<%20
Luminal B Alt Tip + PR<%20 Ki-67>%20
HER-2-asir1 - - + Ki-67>%20

Bazal Benzeri Meme - - -
Kanseri (¢l
negatif) (TNBC)

Normal benzeri - +
tumorler

2.3.2.1. Luminal A alt tip

Luminal A, invaziv meme kanserlerinin %40-50’sini temsil eden en yaygin
molekiiler alt tiptir. Tipik olarak luminal A kanserleri diisiik derecelidir ve tiim igsel
alt tipler arasinda en iyi prognoza sahiptir. IHC profili Tablo 2.1°de verilmektedir. Bu
timorler sitokeratinlerin yliksek ekspresyonu gibi meme bezinin luminal epiteliyal
hiicrelerinin karakteristiklerini igerir (Gao ve Swain, 2018). Tubuler karsinom,
kribriform karsinom, diisiik dereceli IDC-NST (invaziv duktal karsinom spesifik
olmayan tip), miisindz ve ILC gibi genis bir diisiik histolojik dereceli varyant grubunu
icerir (Vuong ve ark., 2014; Gao ve Swain, 2018). Daha sakin bir klinik seyir gosterir
ve genellikle daha az lenf diigiimii tutulumu sergiler. Ayrica, hormon reseptdrlerinin
pozitif olmasindan dolay1, hastalar endokrin terapilerden fayda saglar (Tsang ve ark.,

2020).

2.3.2.2. Luminal B Alt Tip

Luminal B kanserleri, luminal A’ya goére daha yiiksek dereceli olma
egilimindedir ve daha kotii prognoza sahiptir. ER ile iligkili genlerin daha diisiik

ekspresyonunu gosterirler, ancak proliferasyonla iliskili genlerde (Ki-67) daha yiiksek
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ekspresyon ve HER-2 ile iliskili genlerin degisken ekspresyonu, luminal A
kanserlerine gore daha yiiksektir. Luminal B, meme kanseri vakalarinin yaklagik
olarak %20-30’unu olusturur. Immunohistokimyasal profili Tablo 2.1°de gosterildigi
sekildedir. Luminal epiteliyal hiicrelerde sitokeratin ekspresyonu gozlenir (Feng ve
ark., 2018; Tsang ve ark., 2020). BRCA2 germ hattt mutasyonlar1 ile iliskilendirilen
en yaygin malign meme tiimoriidiir. Luminal A ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir
lokal niiks olasili§i vardir. Luminal B alt tipi, hormona bagimli meme kanseri
vakalarinin en agresif formudur. Klinik olarak luminal A tek basina hormonal

tedaviden fayda goriirken, luminal B tiimdrleri ek kemoterapiye ihtiya¢ duyulur.
2.3.2.3. HER-2+ Alt Tip

Tiim invazif meme kanserleri vakalarinin yaklasik %15’ini olusturan HER-2’yi1
asir1 eksprese eden alt tip, HER-2 asir1 ekspresyonu ile karakterize edilir. HER-2’yi
asir1 eksprese eden tiimorlerin yiiksek dereceli, ER- ve PR- olmasi muhtemeldir ve
agresif bir klinik seyir izler. Bununla birlikte, anti-HER-2 hedefli tedaviye oldukca
duyarhdirlar ve bu da biiyiik 6l¢iide iyilestirilmis bir sonug saglar.

Bu alt tip, HER-2’nin yiiksek ekspresyonu (>10%), ER- ve PR- ve Ki-67’nin
yiiksek ekspresyonu (>20%) ile karakterizedir (Goldhirsch ve ark., 2013). HER-2 asir1
ekspresyonu ILC’de gdzlenir. TP53 germ hatti mutasyonlarina sahip hastalarda (Li-
Fraumeni sendromu) ailesel meme kanserlerinin yarisindan fazlast hem ER, hem de
HER-2 (+) olan karsinomlaridir. HER-2 proteininin yliksek ekspresyonu, yiiksek
histolojik malignite, yiiksek proliferatif indeks ve metastaz egilimiyle iliskilendirilir.

Bu da kétii bir prognoza yol agar (Fragomeni ve ark., 2018; Feng ve ark., 2018).

2.3.2.4. Bazal Benzeri Meme Kanserleri (BLBC) Uclii Negatif Meme Kanseri
(TNBC)

Bazal Benzeri Meme Kanserleri, tiim meme kanseri vakalarinin yaklasik %10-
20’sini olusturur. Agresif meme kanserlerinden biri olan BLBC, bazal sitokeratinler

de dahil olmak iizere normal meme bazal/miyoepitelyal hiicrelerindeki genlerin
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ekspresyonuyla karakterizedir. Ayrica proliferasyonla iligkili genlerin asiri
ekspresyonunu gosterirler ancak ER, PR ve HER-2 ile iliskili gen ekspresyonundan
yoksundurlar. Histolojik olarak BLBC’ler genellikle yiiksek derecelidir, yiiksek
proliferasyon indeksine sahiptir ve {iclii negatif fenotip gosterir. BLBC hastalarinin
prognozu kotiidiir ve tanidan sonraki 5 yil i¢cinde niiksler meydana gelebilir. (Chen ve

ark., 2018; Tsang ve ark., 2020).

2.3.3. Meme Tiimorii Mikro Cevresi

Tiimorler devamli olarak evrimsel degisim halinde olan heterojen ve dinamik
bir sistemle varliklarin1 silirdirmektedir. Timor mikrogevresi (TME), tiimor
hiicrelerinin hayatta kalma, biiyiime, ¢ogalma ve metastaz i¢in ihtiya¢ duydugu ortam
olarak ifade edilen bir kavramdir. Bagka bir ifade ile TME, tiimoérlerin veya kendini
yenileme ve tiimor olusumunu tetikleme yetenekleri olan kanser kok hiicrelerinin
bulundugu, tiimoriin ilerlemesi sirasinda sekillenen agdir. Tiimor progresyonu, TME
olarak tanimlanan ortamdaki molekiiler ve hiicresel bilesenler ile kanserli hiicreler
arasindaki etkilesimlerin sonucu olarak sekillenmektedir (Fico ve Santamaria-
Martinez, 2020). Tiimor gelisimini diizenleyen ve tiimor tedavisine yaniti etkileyen
TME’nin olusumunda, stroma, hiicre dis1 matriks ile kan ve lenf damarlar1 6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica endotel hiicreleri, lenfositler, dogal oldiiriicii (NK) hiicre,
monosit, makrofaj ve dendritik hiicreler gibi bagisiklik hiicrelerinin yani1 sira
diizenleyici T hiicreleri ve miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler gibi ¢esitli protimér
ve bagisiklik bastirict hiicre tipleri de TME’de yer almaktadir. Bu bilesenler kanser
hiicreleri ile karmasgik bir iletisim ag1 olusturup TME’de kronik yangiy1 diizenleyerek
timorleri  bagisiklik  tepkilerine karsi  koruyabilmekte, dolayisiyla tlimoriin
baslamasini, ilerlemesini ve metastazini desteklemektedir. Tiimor gelistikge TME nin
her bir bileseninin rolii, kanser hiicrelerinin biiylimek icin TME’nin belirli
unsurlarindan yararlandigi ve onu ele gecirdigi adaptif bir siirecin sonucu olarak

degismektedir (Rauner ve Kuperwasser, 2021; Wang ve ark., 2023).

Tiimor gelisiminde ve timdr hiicrelerinin bagisiklik sisteminden korunmasinda

endotel hiicreleri anahtar rol oynar. Tiimor anjiyojenik damarlar1 6nceden var olan
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damarlardan digsar1 dogru dallanir veya endotel progenitor hiicrelerden tiiretilir.
Boylelikle tiimor biiyiimesi ve gelisimi i¢in beslenme destegi saglir (Fang ve ark.,
2023). TME’nin ana bilesenlerinden biri olan bagisiklik hiicreleri hayatta kalmay1
desteklemek i¢in tiimor tarafindan diizenlenen yangisal reaksiyonlar gibi cesitli
bagisiklik tepkilerinde ve aktivitelerinde Onemli rol oynamaktadir. TME’de en
belirgin immun hiicre tipi olan makrofajlar, timor hiicrelerinin dolasgim sistemine
gecerek kacisini tesvik ederler ve antitimoér immun mekanizmalarini ve yanitlarini
baskilayarak kanser gelisimi ve ilerlemesiyle ilgili gorevleri iistlenirler (Pan ve ark.,
2020; Vitale ve ark., 2019). Yapilan ¢alismalardan elde edilen kanitlar, makrofajlarin
dolasimdaki kanser hiicrelerinin akcigerler gibi uzak bolgelere sizmasina yardimci
olabilecegini ve bunun da metastatik kolonilerin kalic1 bliyiimesine yol agabilecegini
ortaya ¢ikarmistir. Fibroblastlar ise, kanser hiicrelerinin sistemik metastaz i¢in primer
tiimorden kan dolasimina ge¢mesine izin vermekte ve tiimorde anjiyogenez geciren
endotel hiicreleri i¢in giivenilir bir ge¢is saglamaktadir. Dogustan gelen bagisikliga
aracilik eden ve perforin veya granzim igeren graniiller bakimindan zengin olan NK
hiicreleri, ¢ogu tiimor infiltrasyonunda ve hatta kanser 6ncesi lezyonlarda belirgin bir
sekilde bulunmaz. Bu 6zellikler, tiimorii NK hiicre aracili sitotoksisiteye duyarli hale
getirir. NK hiicrelerinin tiimdr infiltrasyonlarinda az bulunmalari, bu hiicrelerin timor
bolgesine gegisini engelleyen kaginma mekanizmalarindan biri olabilir (Dias ve ark.,

2019).

TME’nin oksijen ve glikoz gibi besinler agisindan yetersiz oldugu ve diisiik pH
sergiledigi bilinmektedir. Bazi kanser hiicreleri bu kosullara uyum saglamakta ve bazi
durumlarda bu zorlu kosullar1 kendi ¢ikarlar1 i¢in kullanmaktadir (Al-Akra ve ark.,
2019). TME’yi cevreleyen farkli faktorler kanser gelisiminin, primer tiimorlerin
olusumundan metastazlarin gelismesine ve ilerlemesine kadar gesitli agsamalarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, timor hiicreleri, miyeloid tiirevli baskilayici
hiicreler (MDSC’ler) gibi immun baskilayici hiicrelerin katilimi ile immun gézetimden
kagcinmak i¢in TME’yi degistirebilmektedir. Boylece, TME ve tiimorii ¢evreleyen
stroma, geleneksel kanser tedavilerinin etkinli§inde siirlamalara yol agan timor

heterojenligine katkida bulunmaktadir (Januskevicien¢ ve Petrikaite, 2019).
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Ayrica TME, temel olarak epitelyal hiicrelerin polaritesini ve hiicre adezyon
yeteneklerini kaybederek go¢ ve istila Ozelliklerine sahip mezenkimal hiicrelere
dontistiigii epitelyal-mezenkimal gecisin (EMT) ve tersi olan mezenkimal-epitelyal

gecisin (MET) diizenlenmesinde ¢ok dnemli bir rol oynar (Erin ve ark., 2020).
2.3.4. Meme Tiimér immunolojisi
2.3.4.1. Tiimor Iimmunolojisinin Diizenlenmesi

Bagisiklik sistemi, konakg¢idaki timor hiicreleriyle yakin etkilesime girerek
tiimor gelisimini ve ilerlemesini ya inhibe eder ya da tesvik eder. Bu siire¢, kanserin
bagisikligin1 diizenleme olarak bilinir (Mittal ve ark., 2014). Immun diizenleme,
eliminasyon, denge ve kagis olmak {izere li¢ adimda gerceklesen dinamik bir siirectir.
Eliminasyon, bagisiklik gozetimi olarak da adlandirilan ilk adimdir; burada
dontstiirilmiis hiicreler kansere karst giiclii bagisiklik tepkisini etkinlestirebilen
yetkin bagisiklik sistemi tarafindan yok edilir. Denge asamasinda, immun gézetimden
kacan tlimor hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri karsilikli olarak birbirini sekillendirir.
Genetik olarak kararsiz olan, hizla mutasyona ugrayan timor hiicreleri iizerinde
secilim baskis1 ile tiimor ve bagisiklik sistemi arasinda bir denge kurulur.
Eliminasyona kars1 diren¢ kazanan timor hiicresi varyantlari, timoriin biiytidiigli ve
klinik olarak belirgin hale geldigi siirecin son adim1 olan kagis agsamasina girer. Kagis
asamasi, immunosiipresif bir TME’nin kurulmasiyla karakterize edilir (Gil Del

Alcazar ve ark., 2020; Kallingal ve ark., 2023).

Immun diizenleme siirecinde yer alan dogal/adaptif immun hiicre
popiilasyonlarinin aktivitesine dayanarak, immun hiicrelerin immun baskilayic1 ve
immun sistemi uyarici hiicreler olmak tizere iki ana alt sinifi tanimlanabilir (Mittal ve
ark., 2014). Ozellikle bazi makrofajlar, lenfositler, NK hiicreler, dogustan gelen
lenfoid hiicreler (ILC’ler), dendritik hiicreler (DC’ler) ve eozinofil gibi immun sistemi
uyarict bagisiklik hiicreleri tarafindan tiimorlerin infiltrasyonu, tiimor kontrolii i¢in
¢cok oOnemlidir. Bununla birlikte, bu hiicreler tarafindan olusturulan anti-kanser

bagisiklik tepkisi, MDSC’ler, mast hiicreleri (MC’ler), diizenleyici T hiicreleri (T-
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reg’ler) gibi immun baskilayici hiicrelerin etkisiyle inhibe edilir (Gil Del Alcazar ve

ark., 2020; Kallingal ve ark., 2023).
2.3.4.2. Iimmun Gézetim

Canlilarin bagisiklik sistemi, bulasici organizmalar1 ve bunlarin enfekte ettigi
konake1 hiicrelerini taniyarak yok etmek iizerine gelismistir. Enfekte olmus yabanci
hiicreleri tanimak ve 6ldiirmek i¢in kullanilan bagisiklik mekanizmalar1 ayni zamanda
tiimor hiicreleri lizerindeki bazi antijenlere karsi da etki gdéstermektedir. Bu olaya
immun gozetim adi verilmektedir. Etkili immun gozetimin tiimoér gelisimini
baskiladigi, immun gdzetimin basarisiz olmasinin ise tiimorlerin ortaya c¢ikmasina
neden oldugu diistiniilmektedir (Gil Del Alcazar ve ark., 2020; Kallingal ve ark., 2023;
Mittal ve ark., 2014).

Bir¢ok tiirde degisik tipteki tiimorlerin i¢inde ve cevresinde lenfosit ve
makrofaj infiltrasyonlarimin  varligi, tiimoérlerin bir bagisiklik tepkisi ortaya

cikarabildigini gostermektedir (Gil Del Alcazar ve ark., 2020).
2.3.4.3. Miyeloid Hiicreler

Ortak bir hematopoietik progenitérden kdken alan monositler, makrofajlar,
miyeloid dendritik hiicreler, nétrofiller, eozinofiller, bazofiller, mast hiicreleri,
eritrositler ve megakaryositlerin tiimii miyeloid hiicreleri olusturmaktadir. Miyeloid
hiicreler, meme kanserinin fenotipinin diizenlenmesinde olduk¢a onemli bir role
sahiptir. Immun inhibitér etkisi olan bir dizi miyeloid hiicre meme kanserinin

gelisimini siirdiirmesini desteklemektedir (Yang ve ark., 2022).
2.3.4.4. Tiimérle iliskili Makrofajlar

Timorle iliskili makrofajlar (TAM’lar) hiicre dist matriksin yeniden
sekillenmesini, neoanjiyogenezi ve neoplastik hiicre biliyiimesini etkileyen timor
mikro ¢evresinin anahtar hiicre grubudur. TAM’lar meme tiimorlerinde en fazla

bulunan bagisiklik hiicre popiilasyonlarindan birini olusturur. Aktive edilmemis,
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klasik olarak aktive edilmis (M1) ve alternatif olarak aktive edilmis (M2) makrofajlar
olarak siniflandirilirlar. M1 makrofajlar1 proinflamatuar 6zellige sahipken, aktivasyon
mekanizmasina bagli olarak cesitli alt siniflara ayrilan ve meme tiimorlerinde en sik
goriilen tip olan M2 makrofajlari, immunosupresif oOzellige sahiptir. Bunlar
anjiyogenezi ve tiimoriin ilerlemesini desteklemektedir. Karsinogenez sirasinda
TME’de M1, M2’ye donilismektedir. Makrofajlarin bir grup kemokin tarafindan
uyarilarak tiimorde toplandigi ve meme kanserinin ilerlemesi, stroma istilasi, hiicre
dis1 matriksin yeniden yapilanmasi, anjiyogenez ve metastaz1 diizenleme gibi farkli
yollarla tesvik ettigi bilinmektedir (Annaratone ve ark., 2020). Makrofajlar
kemokinlerin salgilanmasi, meme kanseri kok hiicresi ile makrofaj etkilesimleri ve
stroma hiicreleri dahil olmak iizere farkli mekanizmalar yoluyla meme tiimorlerinde
primer 6neme sahiptir. Ek olarak proanjiyogenik makrofajlar anormal tiimoér damar
yapisina katkida bulunmaktadir. Meme kanserinde yiliksek makrofaj oraninin kotii
prognoz, yiiksek mortalite ve daha sik metastaz ile iliskili oldugu gosterildiginden
TAM’lar, prognoz ve tedavinin degerlendirilmesinde onem teskil eder (Fico ve

Santamaria-Martinez, 2020; Yang ve ark., 2022).

Anti-tlimor aktiviteleri hem T lenfositleri hem de NK hiicreleri tarafindan
tiretilen interferon-y (IFN-y) araciligiyla uyarilir. Makrofaj aracili tiimdr hiicresi
oldiiriilmesi, major doku uyumluluk kompleksi (MHC) antijenlerinden, tiimore 6zgii
antijenlerden ve hedeflenen doniistiiriilmiis hiicrenin tiiriinden bagimsizdir, ancak
makrofaj ile tiimor hiicresi arasinda dogrudan temas gereklidir (Kumari ve Choi,

2022).

Her ne kadar makrofajlarin uzun siiredir tiimor oldiiriici oldugu diisiiniilse de son
caligmalar bazi makrofajlarin aslinda tiimor olusumuna katkida bulundugunu
gostermektedir (Kumari ve Choi, 2022; Reis-Sobreiro ve ark., 2021). Tiimorle iliskili
makrofajlarin anjiyogenezi tesvik edebildigi ve tiimor hiicresi istilasi ile metastazi
arttirabildigi deneysel olarak gosterilmistir. Ek olarak makrofajlar immunosiipresif
olabilir, NK hiicrelerinin ve lenfositlerin anti-tiimor aktivitesini bloke edebilir

(Annaratone ve ark., 2020)
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2.3.4.5. Tiimore Infiltre Olan Lenfositler

Tiimore infiltre olan lenfositler (TIL’ler), TNBC ve HER-2 pozitif meme
karsinomlarinda daha sik goriiliir. TIL’lerin temel bilesimini T-lenfositler (CD3+)
olusturmaktadir. T-lenfositler, edinsel bagisiklik sisteminin ana bileseni olarak siklikla
sitotoksik (CD8+) T hiicreler, yardime1 (CD4+) T hiicreler ve diizenleyici T hiicreler
(T-reg) seklinde smiflandirilirlar (Annaratone ve ark., 2020). Birbirinden farkli
fenotipe sahip olan her bir alt tip ise yangisal siliregte farkli bir rol oynamaktadir.
CD4+T ve CD8+T hiicreleri en dnemli anti-tiimor hiicrelerdir ve bir¢ok kanser tiiriinde
olumlu prognozla iliskilendirilmesine karsin meme karsinomlarinda yiiksek diizeydeki
T-reg hiicreleri olumsuz prognozla iliskilendirilmektedir. T-reg hiicreleri anti-timor
immun tepkisini baskilamasina ek olarak dolasimdaki sayilarinin artmasi meme
kanseri metastazini tesvik etmektedir. (Fico ve Santamaria-Martinez, 2020; Yang ve

ark., 2022).

TIL’lerin kiiclik bir bilesenini olusturan adaptif bagisiklik sistemi hiicreleri
olan B lenfositler de meme kanseri TME’de yer almaktadir (Annaratone ve ark., 2020;

Fico ve Santamaria-Martinez, 2020).

Sitotoksik T lenfositleri (CTL’ler), adaptif antitiimdr immun tepkinin primer
efektor hiicreleridir. CTL lerin ¢ogu, dendritik hiicreler tarafindan tiimor hiicrelerinin
ylizeyindeki tiimor antijenlerini tanimak ve bunlara baglanmak iizere hazirlanmisg
CD8+T lenfositlerdir. Tiimor hiicreleri daha sonra sitoliz yoluyla 6ldiiriiliir. CD4+ Th
(yardimc1 T hiicreleri) lenfositleri, CD8+T lenfosit ¢ogalmasini ve farklilagsmasini
uyaran interlokin-2 (IL-2) ve IFN- y gibi sitokinleri salgilayarak CD8+ CTL’lerin ve
B lenfositlerin islevini artirir (Annaratone ve ark., 2020; Fico ve Santamaria-Martinez,

2020).

Bununla birlikte, aslinda tiimérleri diger bagisiklik hiicrelerinin saldirilarina
kars1 koruyan ve T-reg’lerden olusan bir T hiicre popiilasyonu vardir. T-reg hiicreleri
timorlerde birikerek tiimor dokusuna toleransi indiiklerler. Tolerans, diger lenfosit

tipleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler ile karmasik bir dizi etkilesim yoluyla
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olusturulur. Bu etkilesimlere hem ¢oziinebilir faktorler hem de hiicre-hiicre temasi

aracilik eder (Rauner ve Kuperwasser, 2021).
2.3.4.6. Notrofiller

Graniilositlerin ¢ogunlugunu olusturan nétrofiller meme kanserindeki kanser
kok hiicreleri ile de iliskilendirilmektedir. Makrofajlarda oldugu gibi nétrofillerde zit
islevlere sahip iki alt gruba boliinebilir. N1 nétrofiller, proinflamatuar aktivite
sergilerken, N2’ler ise T lenfositleri inaktive ederek kanser gelisimini destekler
(Annaratone ve ark., 2020). Prognostik degerleri kan orneklerinde nétrofil:lenfosit
oran1 (NLR) kullanilarak belirlenir ve yiiksek NLR degeri, daha kotii sagkalim ile
iligkilidir. TAM’larda oldugu gibi tiimoérle iliskili notrofiller de bazi sitokinler ve
l6kotrienleri salgilayarak EMT ve metastazi tesvik eder (Fico ve Santamaria-Martinez,

2020; Rauner ve Kuperwasser, 2021).
2.3.4.7. Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicreler

Dogal Oldiiriicii (NK) hiicreler, cesitli mekanizmalar aracilifryla tiimor
hiicrelerini taniyarak Oldiiren ve hem dogustan hem de kazanilmis bagisiklik
ozellikleri gosteren sitotoksik lenfositlerdir. NK hiicresinin islevi, aktive veya inhibe
edici reseptorlere yonelik ligandlar1 arasindaki etkilesime baghdir (Peipp ve ark.,
2022). NK hiicreleri, aktive edici bir sinyalin varliginda graniil ekzositozu ve apoptoz
olmak iizere iki farkli yol izleyerek hedefi 6ldiiriir. Ayrica sitotoksik etkileri nedeniyle
NK hiicrelerinin tiimoér dokusu igerisine yogun infiltrasyonu 6zellikle meme
tiimorlerinde iyi prognoz ile iliskilidir. NK hiicreleri tiimdr hiicrelerinin tizerindeki
MHC molekiillerini ve stresin indiikledigi ligandlar1 taniyan hem inhibitér hem de
aktive edici gesitli reseptorler bulundurur (Tarazona ve ark.,2020). NK hiicreleri ¢ok
cesitli neoplastik ve viriis ile enfekte olmus hiicreleri 6ldiirebilir. MHC smif I
molekiillerini eksprese eden hiicreler tercihen NK hiicreleri tarafindan korunurken,
MHC molekiillerini icermeyen hiicreler spesifik olarak hedeflenir. Bir NK hiicresi
hedef hiicresini tanidiginda ve ona baglandiginda, immunolojik sinaps ad1 verilen ve

1yi organize edilmis bir yapi, hiicre-hiicre temas bolgesinde hizla olusur. Bu arayiizde
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NK hiicresi, gozenek olusturucu bir protein olan perforin ve serin proteaz olan
granzimleri igeren litik graniilleri salgilar. Perforin granzimlerin hedef hiicreye girigine
aracilik eder. Granzimler hedef hiicreye girdikten sonra hem kaspaza bagimli hem de
kaspazdan bagimsiz apoptozu baslatir (Fico ve Santamaria-Martinez, 2020; Rauner ve

Kuperwasser, 2021).

2.3.4.8. Miyeloid Tiirevli Baskilayic1 Hiicreler (MDSC’ler)

Miyeloid tiirevli baskilayict hiicreler (MDSC’ler), kanser hastalarinin kemik
iliginde, lenfoid dokularinda, kaninda ve tiimorlerinde biriken ve dogustan gelen T
hiicresi aracilt anti-timoér immun yanitlart baskilayan olgunlasmamis miyeloid
onciileridir (Arroyo-Crespo ve ark., 2019; Goedegebuure ve ark., 2013). MDSC’ler,
monositlere, nétrofillere veya DC’lere benzeyen hiicreler de dahil olmak {izere farkl
miyeloid hiicre tiplerinin heterojen bir koleksiyonudur. MDSC’ler morfolojisi ve
fenotipi notrofillere benzeyen ve tiim MDSC popiilasyonunun %80’ini olusturan;
graniilositik MDSC (G-MDSC) ve morfolojisi ile fenotipi monositlere benzeyen, tiim
MDSC popiilasyonunun yaklasik %20’sini temsil eden; monositik MDSC (M-MDSC)
olmak iizere iki kategoriye ayrilir (Birbrair, 2020; Fridman ve ark., 2012). MDSC’ler
tiimorlii hastalardan baska kronik yangisal hastaliklari olanlarin dokularinda da birikir.
MDSC’lerin, IL-10 ve transforming growth factor-beta (TGF-f) gibi immunsupresif
sitokinlerin salgilanmasi, T-reg farklilagsmasinin tesvik edilmesi ve CTL ile Thl
farklilasmasinin inhibisyonu dahil olmak iizere bir¢ok farkli mekanizma ile bagisiklik
yanitlarini baskiladigi bilinmektedir (Abbas ve ark., 2021; Birbrair, 2020; Chen ve
ark., 2018; Fico ve Santamaria-Martinez, 2020).

2.3.5. Anti-tiimor Efektor Mekanizmalari

Canli organizmalar, timor antijenlerine karsi cesitli bagisiklik yanitlart
gelistirebilirler. Immun yamitin tiirii ve bunun tiimér hiicrelerine karsi etkinligi,
genellikle organizmanin dogal bagisiklik tepkisine ve saldiri altindaki tiimor
antijeninin Ozelliklerine gore sekillenir (Diamond ve Kanneganti, 2022). Timor

hiicrelerine karsi en az spesifik bagisiklik tepkisi, kanser hiicrelerine kars1 sekillenen
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ilk savunma hatti oldugu bilinen dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan
gerceklestirilmektedir. NK hiicreleri ve makrofajlar da dahil olmak iizere dogustan
gelen bagisiklik sistemi hiicreleri kalici bir anti-tiimoér bagisikligi olusturamaz

(Rameshbabu ve ark., 2021; Pasto ve ark., 2020).

Hiicre aracili ve humoral bilesenlerden olusan adaptif bagisiklik sistemi
tarafindan daha spesifik bir immun yanit olusturulmaktadir (Sa-Nunes, 2022). En etkili
antitimor savunmasini hiicre aracili bagisiklik yanitinin olusturdugu bilinmektedir.
Adaptif immun yanitin olusabilmesi i¢in tiimor antijenlerinin bazi immun efektor
hiicrelere dendritik hiicreler tarafindan sunulmasi gerekir (Marcucci ve Rumio, 2021).
Dendritik hiicreler, canli tiimor hiicrelerini veya 6lmekte olan tiimdr hiicrelerinden
salinan antijenleri yakalayarak bu antijenleri uygun bir boyuta parcalar, bunlar1 sinif
I/Il MHC antijenlerine baglayarak hiicre ylizeyinde sunar (Diamond ve Kanneganti,
2022). Dendritik hiicreler daha sonra farkli lenfositlerle etkilesime girerek sunulan
spesifik tiimdr antijenine kars1 yanitin olugsmasina katkida bulunur. Antijenle aktive
olan CD8+ ve CD4+ T lenfositleri sirasiyla tiimore spesifik sitotoksik ve Th
lenfositlere doniisiirken, B lenfositleri immunoglobulin salgilayan plazma hiicrelerine
doniismektedir. CD8+ lenfositler, MHC smif I antijenleri baglaminda tiimor
antijenlerini tanirken, CD4+ hiicreleri bu antijenleri yalnizca MHC siif II molekiilleri

ile birlikte tanimaktadir (Pasto ve ark., 2020; Rameshbabu ve ark., 2022).

2.3.6. Tiimor Kacis Mekanizmalari

Bagisiklik sistemi ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesimin sonucu olarak
TME, iki ucu keskin bir bigak gibidir. Bagisiklik sistemi tiimor hiicrelerini tantyip yok
edebilmektedir ya da yiliksek adaptasyon yetenekleri sayesinde tiimor hiicreleri,
bagisiklik gbzetiminden kagmak veya bagisiklik efektor hiicrelerini inhibe etmek igin
farkli stratejiler gelistirmektedir (Mortezaee, 2020). Bu durum tiimor hiicrelerinin
biiylimesinin sinirlanmadigl ve tiimoriin klinik olarak belirgin hale geldigi immun
kagcisla sonuglanmaktadir (Leone ve ark., 2018). Immun kagis mekanizmalar1 arasinda,
kanserin farkli asamalarinda rol oynayan immun direngli tiimor hiicrelerinin sec¢imi,

DC’ler ve T hiicreleri gibi anti-tiimoral immun hiicrelerdeki anormallikler, T hiicresi
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trafigindeki engeller ve immunsupresif TME’nin olusumu yer almaktadir (Poggi ve

ark., 2014; Seliger ve Massa, 2021).

TME igerisinde, tiimor hiicresi biiylimesini desteklemek ve immun aracili
kontrolden kagmak icin c¢esitli molekiiler mekanizmalar devreye sokulabilir. Bu
diizenlemede tiimor hiicresi, endotel, mezenkimal stromal hiicre (MSC), T-reg,
DC’leri igeren antijen sunan hiicre (APC) ve MDSC’ler rol oynar. Bu hiicre
popiilasyonlar1 birbirleriyle pozitif/negatif sinyaller vererek etkilesime girer, boylece
hayatta kalmayi, timdr hiicrelerinin genislemesini ve anti-tiimor efektor lenfosit
aktivitelerini etkiler (Leone ve ark., 2018; Poggi ve ark., 2014; Seliger ve Massa,
2021).

Timor ilerlemesinin erken asamalarindan itibaren anti-timdral bagisiklik ve
tiimorden kagis mekanizmalari arasinda hassas bir denge ortaya ¢ikmaktadir. Daha az
immunojenik tiimor hiicresi klonlarinin se¢imi (kanser immun diizenlemesi) ve immun
yanitlar1 sinirlayarak tiimoral ilerlemeyi destekleyebilen immun baskilayici mikro

ortamin tesvik edilmesi bu siiregte ¢cok dnemlidir (Seliger ve Massa, 2021).

Tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasi, bagisiklik tepkisini saptirabilir. MDSC ve T-
reg hiicrelerinin olusumunu indiikleyerek efektdr anti-tiimor lenfositlerin neoplastik
hiicrelerin ortadan kaldirilmasindaki etkinligini sinirlayabilir (Leone ve ark., 2018;

Poggi ve ark., 2014; Seliger ve Massa, 2021).

2.4. Meme Tiimorii Hayvan Modelleri

Meme tiimorii hayvan modelleri, temel meme kanseri arastirmalarinin tarihgesi
ve gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kemirgenler, kopekler, kediler, domuzlar
ve insan olmayan primatlar (NHP’ler) gibi birgok hayvan tliri meme kanseri
arastirmalarinda yer almaktadir (Mondal ve ark., 2022). Spontan meme tiimorleri disi
kopeklerde ¢ok yaygindir ve teshis edilen tiim tiimorlerin %50’sinden fazlasim
olusturmaktadir (Vilhena ve ark., 2020). Kopeklerin meme tiimorleri progresyonu, tani

ve tedavisi bakimindan insan meme kanserine benzerlik gostermektedir. Memeli
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hayvanlar arasinda kemirgenler, 6zellikle fareler ve siganlar, kiiclik boyutlari, diisiik
maliyetleri ile anatomi, fizyoloji ve genetik bakimindan da insanlara benzerlik
gostermeleri nedeniyle meme kanseri arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Vilhena ve ark., 2020; Zeng ve ark., 2020).

Meme kanseri i¢in fare modellerinin olusturulmasi, timér kok hiicrelerinin
biiyiimesi, dolagima katilmasi, TME’de meydana gelen degisimleri, kanser gelisimi ve
biyolojisini anlayabilmek i¢in oldukc¢a onemlidir. Ayrica terapotik ilag gelistirme,
etkili veya toksik ila¢ dozlarinin degerlendirilmesi i¢in preklinik ¢alismalarda hayvan
modellerinin kullanilmasi yeni tedavi stratejileri gelistirme acisindan 6nem arz
etmektedir. Bununla birlikte hayvan modelleri, meme tiimoérlerinin seyri, metastaz
mekanizmalarinin anlagilmasi ve prognoz hakkinda 6n bilgi edinmek iizerine yapilan

caligmalarda biiylik 6l¢iide yardimer olmaktadir (Zhou ve ark., 2023).

2.4.1. Spontan Modeller

Spontan meme kanserinin en onemli 6zelligi deney hayvanlarina disaridan
yapay olarak hi¢bir uygulamanin yapilmamasi, dogal olarak meydana gelmesi ve

dolayisiyla etiyoloji agisindan insanlara benzemesidir.

Kemirgenlerin yani sira kopek, kedi ve maymun gibi biiylik hayvan tiirlerinde
de spontan meme kanseri olgular1 rapor edilmistir (Vilhena ve ark., 2020). Disi
kopekler, boyutlarinin biiylik olmasi, yiiksek oranda spontan meme kanseri vakasi
sergilemeleri, insanlarla benzer ortamlarda yasamalar1 ve saglam bir bagisiklik
sistemine sahip olmalar1 nedeniyle ¢alismalarda biiyiik deger tagimaktadir. Kopekler
ve insanlarda %80’den fazla genetik benzerlik goriilmektedir. Ayrica kopek meme
kanserleri olgular1 evcil hayvan hastanelerinde siklikla teshis edilmekte ve siklikla
klinik uygulamalarla tedavi edilmektedir. Yapilan caligmalarda kopekte spontan
inflamatuar meme kanserinin histopatolojik morfolojisi ve klinik 6zellikleri analiz
edilmis ve bu kanser tipinin insan inflamatuar meme kanserinin spontan bir modeli

olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir (Zeng ve ark., 2020).
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Spontan meme tiimorleri insan tiimorlerine benzer ¢linkli genetik olarak
heterojen popiilasyonlarda dogal olarak meydana gelirler. Spontan meme kanseri
hayvan modelleri genellikle kanser etiyolojisini incelemek i¢in kullanilir (Vilhena ve

ark.,2020).
2.4.2. indiiklenmis Modeller
2.4.2.1. Kimyasal Indiiksiyon Yéntemi

Meme tiimori insidansimi arttirmak ve tiimor olusumunu hizlandirmak ig¢in
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler kimyasal, fiziksel ve biyolojik
ajanlarin  kullanilmas1 seklinde simiflandirilabilir. Bu ajanlar hayvanlara oral
uygulama, enjeksiyon veya tiim viicudu maruz birakma yoluyla uygulanabilir. En
yaygin kullanilan kimyasal ajanlar 7,12-dimetilbenz-[a]-antrasen (DMBA) ve N-
metil-N-nitrosourea’nin (MNU) uygulamasidir (Rojas-Armas ve ark., 2020). DMBA
en iyi bilinen polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) olup genotoksik ve kanserojenik
bir kimyasaldir. DMBA DNA onarimina katilan pek ¢ok enzimde hasar meydana getir
ve hiicresel sitozolik reseptor aril hidrokarbon reseptoriinii (AhR) aktive ederek timor
gelisimine neden olmaktadir. Giiglii  kanserojen ve bagisiklik baskilayic
aktivitelerinden dolay1 klinik oncesi modellerde meme kanserini indiiklemek igin
yaygin olarak kullanilan ticari bir kimyasal maddedir (Zeng ve ark., 2020; Zingue ve

ark., 2021).

Farelerde DMBA, 3,4-benzopiren, 3-metilkolan-thren (MCA), 1,2,5,6
dibenzantrasen ve Tlretan gibi kimyasal maddeler kullanilarak meme tiimori
indiiklenebilir. Bu indiiklenen meme tiimorlerinin ¢ogunlugunu adenomlar ve tip B

adenokarsinomlar olugturmaktadir (Rojas-Armas ve ark., 2020; Zingue ve ark., 2021).
2.4.2.2. Fiziksel Indiiksiyon Yontemi

Meme tiimorleri, orta veya yiiksek dozda iyonlastirict ve ndtron radyasyonu

gibi fiziksel ajanlarla tiim viicut veya segmental 1sinlama yoluyla tetiklenebilir. X-
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isinlar1, o-1inlar, B-1sinlart ve y-1s1nlart gibi iyonlastirici radyasyon maruziyeti ile
DNA kirilma hasart ve gen mutasyonlar1 olusumu sonrast meme tiimorii olusabilir.
Sicanlarda fiziksel ajanlarla elde edilen meme tiimorleri genellikle hormona bagimli
adenokarsinomlar veya fibroadenomlar seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Bazi ¢aligmalar,
tek yliksek doz radyasyonun, dereceli radyasyonla karsilastirildiginda tiimdr gortilme
sikligini1 onemli Olclide arttirdigini gostermistir (Zeng ve ark., 2020; Zhou ve ark.,

2023).

2.4.2.2. Biyolojik Indiiksiyon Yontemi

Deney hayvanlarinda meme tiimoriiniin  biyolojik yolla indiiksiyonu
onkogenleri asir1 eksprese etmek veya tiimor baskilayic1 genleri susturmak igin

lentiviriislere dayanir (Zingue ve ark., 2021).

Kanserojenlerin neden oldugu meme tiimorleri genellikle hormona bagimli
adenokarsinomlardir. Ek olarak, hayvanlardaki timor sayisi, latentlik siiresi ve
histolojik tip, kanserojenlere maruz kaldiginda yastan, lireme geg¢misinden ve
konak¢inin endokrin ortamindan etkilenebilir. Genel olarak, indiiklenmis meme
kanseri hayvan modelleri, etiyoloji ve dnleme ¢aligsmalar1 i¢in kullanilmaktadir (Zhou

ve ark., 2023).

2.4.3. Transplantasyon Hayvan Tiimor Modelleri

Transplantasyon hayvan tiimor modelleri, spontan veya indiiklenmis meme
kanseri dokularinin/hiicrelerinin deney hayvanlarina transplantasyonunu igeren
modellerdir (DeRose ve ark., 2011). Bu yol ile meme tiimorlerinin olusturulmasinda,
timor hiicreleri tiimoér gelisimi i¢in farelere dogrudan implante edilebilir.
Transplantasyon bolgeleri primer tiimor ve buna ek olarak farkli organ/dokularda
metastaz olusturmak amaciyla ortotopik (meme yag yastig1) ve heterotopik (deri alti,

periton i¢i, kas i¢i) olarak secilebilir (Zeng ve ark., 2020; Zhou ve ark., 2023).
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Kanser hiicrelerinin kdkenine bagli olarak, bu modeller ksenogreft veya
singenik (allogreft) olarak siniflandirilir. Ksenogreft model icin bagisiklik sistemi
yetersiz olan farelere ihtiyac vardir. Allogreft modelde ise deney hayvanlari, normal
bagisiklik fonksiyonuna ve ayni genetik yapiya sahip farelerden olusur (Zeng ve ark.,

2020; Zhou ve ark., 2023).

2.4.3.1 Allogreft Tiimor Modelleri

Singenik modellerde, tiimor hiicrelerinin kdkeni, tiimor hiicrelerinin implante
edilecegi hayvanlara genetik olarak benzer laboratuvar hayvanlarindan
kaynaklanmaktadir ve bu model i¢in implantasyondan Once uygulanacak olan
hayvanin bagisikligin1 baskilamaya gerek yoktur. Bu yiizden bu model, bagisiklik
sistemi ile kanser gelisimi arasindaki etkilesimi incelemek i¢in en ideal yontemlerden
biridir (DuPre ve Hunter, 2007). Spontan veya indiiklenmis olarak farelerden iiretilen
meme kanseri hiicre hatlar1, normal bagisiklik fonksiyonuna ve ayni genetik susa sahip
konakg¢iya nakledilir. Bu amagla, BALB/c farelerden liretilen 4T1, EMT6, TM40 ve
D2A1; C57BL/6 farelerden iiretilen EO77; ve FVB farelerden iiretilen MVT1, 6DTI1
ve M6 yaygin olarak kullanilan meme kanseri hiicre hatlar1 arasinda yer almaktadir.
Bunlar arasinda, {li¢lii-negatif meme tiimoérii (TNBC) olan BALB/c fareden iiretilmis
4T1 hiicre hatt1 modeli, anti-kanser ilaglarinin taranmasi ve akciger, karaciger, dalak,
beyin ve kemik gibi diger organlarda goriilen metastazlarin, timor ve konake1 kaynakli
faktorlerin incelenmesi i¢in 6nemli bir modeldir (DuPre ve Hunter, 2007). 4T1 hiicre
hattt modeli insan meme kanserine benzer Ozellikler sergilemesiyle de siklikla
bagvurulan fare meme kanseri modelidir. Fare meme yag yastifina ayni genetik
benzerlige sahip olan kanser hiicrelerinin implantasyonu ile olusturulur (Park ve ark.,

2018; Yang ve ark., 2021).

Singenik meme kanseri modellerinin hiicre hatlarinin hizli biiyiimesi, metastazi
ve immun bilesenli mikro c¢evre varligir gibi cesitli avantajlari olmasina ragmen,
nakledilen kanser hiicreleri insanlara ait olmadig1 i¢in bu model ile ilgili de sinirl bilgi

s0z konusudur (Yang ve ark., 2021; Zeng ve ark., 2020).
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2.4.3.2. Ksenogreft Tiimor Modelleri

Ksenogreft modelinde, tiimor hiicreleri insan meme tiimorlerinden tiiretilir ve
bagisiklig1 baskilanmis hayvanlara implante edilir (Invrea ve ark., 2020; Souto ve ark.,
2022). Bu model i¢in en ¢ok kullanilan sican modeli RNU/RNU nude sicanlardir
(Yang ve ark., 2014). Bu modellemede, hiicre hatt1 veya hasta kokenli ksenogreftler
bagisiklik yetmezligi olan farelere implante edilir. Sonucta tiimorler, orijinal
tiimorlerin histolojik, immunolojik ve biyolojik 6zelliklerini korur. Hiicre hatt1 kokenli
ksenogreftler, nude (timus ve T lenfositlerden yoksun), SCID (siddetli kombine
immun yetmezIlikli hem B hem de T lenfositlerinden yoksun) ve NOD/SCID (NK
hiicrelerinin diisiik aktivitesi ile T ve B hiicresi fonksiyonunun kaybinin sekillendigi)
fare suslarinin bulundugu bagisikligi baskilanmis fare irklarini igermektedir. Hastadan
tiiretilen ksenogreft (PDX) modelinde, hastanin tiimoriinden kanserli dokulari
dogrudan bagisiklik yetersizligi olan farelere implante edilir, boylece hem hiicre-hiicre
etkilesimi hem de tiimor mikro ortam1 korunabilir. PDX modeli, gen ekspresyon profili
ve ilag yamit1 dahil olmak iizere primer hasta tiimoriiniin 6zelliklerini korur. Ayrica
ilag taramasi, biyobelirte¢ gelistirme ve terapotik etkilerin degerlendirilmesi igin
biiylik avantajlar sunar (Kita ve ark., 2020; Kleinmanns ve ark., 2022; Liu ve ark.,

2023; Zanella ve ark., 2022).

Uzun stireli in vitro kiiltiir nedeniyle insan meme kanseri hiicre hatlar1 genetik
anormallikler, gen ekspresyon modelleri, patolojik 6zellikler, ilag tepkileri ve timor
mikro ortamlar1 agisindan primer tiimorlerden farklilik gosterir. PDX modelleri
dogrudan insan tiimor orneklerinden elde edildikleri ve hi¢bir zaman in vitro kiiltiire
alinmadiklart i¢in giderek daha popiiler hale gelmektedir. Bu ksenograftlar genetik
anormallikler, gen ekspresyon profilleri, patolojik parametreler, metastatik potansiyel
ve ila¢ yanit1 agisindan hastalara ¢ok yakindir (DeRose ve ark., 2011). PDX modelleri,
kisisellestirilmis ilag se¢imi icin biyobelirtegleri tanimlamak ve klinik tedavide CDX
transplantasyonunun sinirlamalarinin iistesinden gelmek icin kullanilir (DeRose ve

ark., 2011; Liu ve ark., 2023).
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2.4.4. Genetik Olarak Tasarlanan Hayvan Modelleri (GEMM’ler)

Genetik olarak tasarlanan hayvan modelleri (GEMM’ler) ile meme kanseri olusturmak
i¢in farkli metotlar kullanilmaktadir. Bunlardan ilki transgenik teknoloji kullanilarak,
dokuya 6zgili promotdrler yoluyla transgenlerin dokuya 6zgii ekspresyonu sonucu
transgenik farelerin iretilmesine dayanan transgenik meme kanseri hayvan
modelleridir. Bu modelde onkogenlerin ¢ok sayidaki kopyasi rastgele bir sekilde fare
genomuna nakledilir. GEMM’lerin ikincisi, deney hayvanlarimin genomunda bulunan
p53, BRCAI1/2 ve PTEN gibi tiimor baskilayici genlerinin ¢ikarilmasi sonucu
olusturulan meme kanseri modelidir. p53 nakavt (p53-/-) fareler kendiliginden meme
kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kotii huylu tiimorler gelistirebilir (Liu ve ark., 2023).
Memeye 6zgii pS3 nakavt farelerde, yaklasik 10 hafta sonra spontan timérler meydana
gelir ve 15-20 hafta sonra hizli timor gelisimi sekillenir (Liu ve ark., 2023). PTEN,
insan kanserlerinde yaygin olarak mutasyona ugramig bir timor baskilayict gendir.
PTEN +/— fareler alt1 ayliktan biiyiik yasa geldiklerinde, %50’si meme kanseri olan
bir dizi tiimor gelistirirler (Liu ve ark., 2023).

Ayrica spesifik onkogenler eksprese eden transgenik fareler ve spesifik timor
baskilayic1 genlerin mutasyona ugradigl veya genomdan ¢ikarildigi gen knock out
fareler ile kombinasyon halinde karmagik transgenik meme kanseri fare modelleri

olusturulabilir (Zeng ve ark., 2020).

Tablo 2.2. Meme tiimorii hayvan modelleri (Zeng ve ark., 2020).

Meme Tiimorii Hayvan Modelleri

Spontan Modeller
Indiiklenmis Kimyasal Y&ntem DMBA
Modeller MNU
MCA
Fiziksel Yontem Iyonlastiric1 radyasyon

Notron radyasyon
Biyolojik Yontem
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Tablo 2.2. (Devam) Meme tiimorii hayvan modelleri (Zeng ve ark., 2020).

Transplantasyon Allogreft Yontem BALB/c farelerden
Modeller iiretilen 4T1, EMT6, TM40
ve D2A1
C57BL/6 farelerden
iiretilen E0771

FVB farelerden iiretilen
MVT1, 6DT1 ve M6

Ksenogreft Yontem Hastadan tiiretilen
ksenogreft (PDX)

Hiicre hattindan tiiretilen
ksenogreft modeller

Genetik Olarak Transgenik Yontem
Tasarlanan Modeller
Gen Nakavt Yontem
Bilesik Transgenik
Yontem

2.5. Meme Tiimorlerinde Tan1 ve Prognostik Biyobelirtecler

Giliniimiizde ince igne aspirasyon biyopsisi, eksizyonel biyopsi, radyografi ve
bilgisayarli tomografi gibi teknikler meme tlimorlerinin teshisinde kullanilmaktadir.
Kopek meme tiimorlerinde yas, tliimoriin biiylikliigii ve evresi, tiimdriin histopatolojik
tipi, timoriin yayilim derecesi, Ostrojen reseptér durumu, mikrodamar yogunlugu ve
molekiiler genetik degisimler gibi bir¢cok faktér prognostik acidan Onemlidir.
Insanlarda ve kopeklerde meme tiimérii olgular1 ¢ok benzerlik gdstermektedir. Bu
sebeple, meme kanseri olgularinda insanlara 6zgii biyobelirtegler, kopek meme tiimorii
olgularmin da teshisinde ve patofizyolojisinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir

(Hambly ve ark., 2023).

Kopeklerde meme bezi tiimorlerinin duktuslar1 ve asinuslari doseyen epitel
hiicrelerinden, miyoepitel hiicrelerden ya da bunlari ¢evreleyen bag dokudan koken
aldiklar1 belirtilmistir (Aydogan, A 2010). Veteriner hekimliginde meme bezi

tiimorlerinin tanisinda zaman zaman giigliiklerle karsilagilmakta ve bu giicliiklerin en
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basinda tiimoriin koken aldigir dokunun histopatolojik yontemle ortaya konulamamasi
gelmektedir. Bu nedenle, giivenilir bir tani i¢in immunohistokimyasal (IHC)
tekniklerin de kullanilmasinin gerektigi vurgulanmistir (Brunetti ve ark., 2003b;
Karelina ve Golubeva 1983; Milli ve ark., 2000; Monteros ve ark., 2002; Sassi ve ark.,
2008).

IHC teknikler, tiimoriin koken aldigi dokuyu belirleyerek objektif taniya
olanak saglarlar. Bu tekniklerde kullanilan monoklonal ve poliklonal belirtecler insan
kokenlidir. Deneysel calismalarda, insan ve kopek dokularinda esdeger
immunreaksiyonlarin meydana geldigi gosterilmis ve insanlarda kullanilan bu
markirlarin  kdpeklerde de giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi belirtilmistir

(Hellmén ve Lindgren 1989).

IHC teknigi, tiimorler i¢in prognostik ve prediktif faktorleri belirlemede degerli
bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Ramos-Vara ve ark., 2008). Yapilan g¢aligmalar
arasinda literatlir verilerine ve tartismalara dayanarak, kopek ve kedi meme
karsinomlar1 i¢in immunohistokimyasal panelin, ER, PR, Ki-67 ve COX-2
ekspresyonlarindan olusmasi gerektigi savunulmustur (Fawzy ve ark., 2022; Hambly

ve ark., 2023; Yang ve ark., 2023).

Ayrica meme tiimorlerinde tam1 amaciyla kullanilan belirtegler, timor
hiicrelerinin proliferasyonu ve apoptozunun belirlenmesinde kullanilan Ki-67 ve p53,
metastatik potansiyelinin belirlenmesinde E-cadherin, CEA, CA 15-3, anjiogenezisin
belirlenmesinde VEGF, EGFR ve HER-2 yanginin belirlenmesinde COX-2, hormon
reseptorlerinin belirlenmesinde ER ve PR, gen mutasyonlarinin belirlenmesinde

BRCA1 ve BRCA2 seklinde siralanabilir (Fawzy ve ark., 2022; Yang ve ark., 2023).

2.5.1. Ki-67

Bir tiimoriin proliferasyon potansiyelinin tahmini tiimor malignitesini
belirlemek i¢in yararlidir. Yiiksek proliferasyon orani, hizli timor biiylimesi ile

iligkilidir ve yetenegi lokal ve uzak metastazlara neden olur. Tiimoriin proliferasyon
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potansiyelini belirleyen biyobelirtecler arasinda Ki-67 yer almaktadir. (Fawzy ve ark.,

2022; Hambly ve ark., 2023; Yang ve ark., 2023).

Ki-67 hiicre dongiisiinii diizenleyerek tiimor gelisimini etkilemektedir. Ki-67
sadece interfaz ve mitoz sirasinda hiicre ¢ekirdeginde saptanabilen niikleer, histon
olmayan bir proteindir. Esas olarak c¢ogalan ¢ekirdekte eksprese edilir ve saglikli
hiicreler ile iyi huylu tiimorlerde neredeyse hig tespit edilmez (Kaszak ve ark.,2022).
Hiicre dongiisiiniin G1 ve S fazlan sirasinda orta diizeydedir ve erken mitoz
doneminde yiikselmektedir. M evresinde en yiiksek ekspresyona sahiptir ve ifadesi
mitozdan sonra hizla kaybolur GO asamasinda tespit edilemez. Mitozun ilerleyen
donemlerinde ise Ki-67 seviyesinde diisiis meydana gelir. Tiimdrlerde apoptoz ve
hiicre proliferasyonunun tanimlanmasinda onemli bir role sahiptir. Yiiksek Ki-67
ekspresyon seviyeleri agresif proliferasyonu, bu da kotii prognozu gosterir (Fawzy ve

ark.,2022; Hambly ve ark.,2023; Yang ve ark.,2023).

Bir¢ok tiimor tipinde saptanan Ki-67 meme neoplazisinde en sik kullanilan
prognostik biyobelirtectir. Ayrica meme kanserinde patolojik derece ve aksiller lenf
yumrusuna metastaz yapan tiimorlerde daha fazla eksprese edildigi gosterilmistir

(Kaszak ve ark., 2022).

Histolojide rutin olarak kullanilan hematoksilen-eozin boyamasinda mitotik
indeksin (MI) belirlenmesi, tiimor proliferasyonunu belirlemede IHC yontemle Ki-67
boyamasi kadar net degildir. Ciinkii MI sadece mitoz geciren hiicre sayisini gosterir
ve IHC yontemle Ki-67 boyanmasi hiicre dongiistiniin farkli fazlarinda ekspre edilir.
Ayrica Ki-67 kopek meme bezinin ince igne biyopsisinden alinan sitolojik 6rneklerde
bile degerlendirilebilir, bu da erken tiimdr teshisi i¢in bir segenek olusturur (Kaszak ve

ark.,2022; Yang ve ark.,2023).
Ki-67 ekspresyonunun immunohistokimyasal degerlendirmesi, ER, PR ve

HER-2 diizeylerinin degerlendirilmesi ile birlikte, meme kanserinin farkli alt tiplerini

tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Kaszak ve ark.,2022; Yang ve ark.,2023).
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2.5.2. PCNA

PCNA, hiicre dongiisiiniin DNA sentez fazi sirasinda hiicre ¢ekirdeklerinde
ifade edilen yardimc1 bir DNA polimeraz d proteinidir ve proliferasyon indeksinin (PI)
bir belirteci olarak islev gormektedir. DNA onarim siirecinde, hiicre dongiisii
kontroliinde, kromatin diizeneginde ve RNA transkripsiyonunda gorev almaktadir
Hiicre dongiisii stirekliligini korumaktan sorumludur. Ge¢ G1 fazinda artar, S fazinda
zirveye ulasir ve uzun yarilanma omrii nedeniyle G2 ve M fazlarinda yiiksek kalir. Bu
nedenle PCNA ekspresyon yogunlugu kanser hiicrelerinin ¢ogalma aktivitesinin ve
malignitenin bir gostergesidir. Ayrica timor hacmi, histolojik degerlendirme,
malignite derecesi ve lenfatik metastaz ile yakindan iliskilidir. Malign ve benign
tiimorlerin ayirict tanisinda 6nemli bir biyobelirtectir (Kaszak ve ark.,2022; Yang ve

ark.,2023).

2.5.3. CD-31

Her neoplastik siire¢, halihazirda var olan damarlarin temelinde yeni kan
damarlarinin olusumunu igerir. Bu, timor i¢in besin ihtiyacini saglamak ve doku
homeostazin siirdiirmek i¢in gereklidir. Tiimor biiyiimesi sirasinda anjiyojenik siire¢
ilerler. Bu nedenle, anjiyogenez biyobelirteclerinin degerlendirilmesi, tiimdr
ilerlemesinin veya metastaz varliginin belirlenmesi i¢in oldukga kritiktir. Trombosit-
endotel hiicre adezyon molekiilii olarak da adlandirilan CD-31, yangisal siireglerde rol
oynayan ve arterlerin, damarlarin ve kilcal kan damarlarinin vaskiiler endotelinde
eksprese edilen bir proteindir ve anjiyogenezin yaygin biyobelirtegleri arasinda yer

almaktadir (Kaszak ve ark.,2022; Malekian ve ark.,2020; Yang ve ark.,2023).

2.5.4. HSP70

HSP70 ve antikorlarinin dolagimdaki seviyeleri cesitli karsinom tiplerinde
yliksek oranlara ulasir ve bu nedenle bunlar kanser tiirlerinin devre ve malignitelerinin
degerlendirilmesi i¢in miikemmel biyobelirtecler olarak degerlendirilmektedir

(Vostakolaei ve ark., 2021). HSP70’in, tiimor hiicresi proliferasyonu, farklilagmasi,
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invazyonu ve metastazina dogrudan katilabildigi bilinmektedir. Yeni yapilan ¢aligma
sonuglarina gore HSP70’in meme kanseri prognozunu oénemli 6l¢iide etkiledigi de
diisiintilmektedir. HSP27 ve HSP70 yogun ekspresyonlarinin tiimorlerinin tedavisinde
antikanser yanitlar1 etkiledikleri de bildirilmistir (Hu ve ark., 2020; Werner ve ark.,

2021; Xanthopoulos ve ark., 2023; Yang ve ark., 2021).
2.6. Heat Shock Protein-HSP’ler

1962 yilinda Ritossa tarafindan Drosophila’nin kromozom sismesi iizerinde
1sinin etkisinin kesfedilmesiyle ‘1s1 sok proteinleri’ tanimi ortaya ¢ikmustir. Is1 sok
proteinleri (Heat Shock Protein-HSP’ler), cesitli proteotoksik stresler sirasinda
ozellikle yiiksek sicakliga yanit olarak sentezlenen, protein katlanmast ve
olgunlagmasini saglayan ve dolayisiyla hiicre canliligini1 destekleyen bir grup protein
olan molekiiler saperon ailesinin bir iiyesidir. Hem prokaryot hem de oOkaryot
organizmalarda bulunan korunmus HSP’ler proteostazdan sorumlu saperonlardir.
Molekiil agirliklarina gore HSP’ler, HSP10 (HSPE), HSP20 (HSPB), HSP40
(DNAJA, DNAJB ve DNAJC), HSP60 (HSPD), HSP70 (HSPA), HSP90 (HSPC) ve
bliyilk HSP’ler olmak {izere simiflandirilir. Yiiksek molekiiler agirlikli HSP’ler
(HSP110, HSP90, HSP70 ve HSP60 gibi) ATP’ye bagimli bir sekilde hareket ederken,
diisiik molekiiler agirlikli (10-40 kDa) HSP’ler (HSP40, HSP21 ve HSP10 gibi)
ATP’den bagimsizdir (Junprung ve ark., 2021). Ayni ailede yer alan HSP’ler benzer
dizi ve fonksiyonlara sahiptir. HSP’ler protein katlanmasi ve olgunlagmasi siirecini
saglamada genellikle is birligi i¢inde calisirlar ve bu is birligi i¢inde yer alan HSP’ler
birlikte ifade edilirler. HSP’ler ya yapisal olarak sentezlenir ya da hiicreler strese
maruz kaldiginda uyarilabilir. Indiiklenebilen HSP’lerin her biri, strese maruz kalmay1
neredeyse aninda algilayan ve HSP’leri gii¢lii bir sekilde indiikleyen bir protein olan
1s1 soku trankripsiyon faktorii-1 (HSF-1) icin baglanma bdlgeleri icerir. Molekiiler
saperon rollerinin yani sira, bu proteinlerin enfeksiyona karsi karmasik bagisiklik
tepkilerine dahil oldugu ve cesitli yangisal yolaklarin diizenlenmseine katildigi

belirlenmistir (Pockley ve Henderson, 2018).
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HSP’lerin, hiicreleri yiiksek strese karsi koruma yetenekleri yanlis katlanmay1
Onlemeleri ile proteinlerin yeniden katlanmasini ve renatiirasyonunu hizlandirmalari
ile iliskilendirilir. Bununla birlikte, stres toleransinin siirina ulagildiginda hiicreler,
organizmada geri doniisii olmayan sistemik hasar1 dnlemek i¢in programlanmis hiicre
6liimiinii (apoptoz veya otofaji) baglatir. HSP’ler ayrica JNK, AKT ve NF -k B gibi
cesitli sinyallesme basamaklarinin diizenlenmesi yoluyla proapoptojenik molekiillerin
inhibe edilmesinde kritik roller oynarlar. Tiim bu 6zellikleriyle HSP’ler, hiicre 6liimii
ile hayatta kalma arasindaki ince dengeyi korumada 6nemli roller iistlenmektedir (Das

ve ark., 2019).

Canli organizmalar arasinda korunmus proteinler olan HSP’ler, birgok
organizmada yapisal olarak iliskili olsalar da islevsel olarak farkliliklar sergiler. Bir
hiicrenin endoplazmik retikulum, sitozol, mitokondri gibi farkli organellerinde bile
farkli formlarda bulunabilirler. Bazi HSP’ler hiicrede siirekli (constitutive) bazi
izoformlar indiiklenebilir (indiiktif) formlarda ifade edilir (Tutar ve ark., 2010). Canl
organizmalarda, hiicreler siirekli degisen kosullar altindadir ve hiicresel protein
homeostazinin korunmasi hiicrenin hayatta kalmasi ve biitiinliigii i¢in ¢ok 6nemlidir.
Ciinkii protein yanlis katlanmasi ve agregasyonunun proteinlerin yapilarinin
bozulmasina neden oldugu ve bu sebeple ¢esitli hastaliklara yol agtig1 bulunmustur.
HSP’ler, yeni sentezlenmis polipeptidin katlanmasi, yari-kararli proteinlerin yeniden
katlanmasi, yanlis katlanmis proteinlerin parcalanmasi, protein agregatlarinin
¢Oziilmesi, membran boyunca protein translokasyonu, hiicre iskeletinin korunmasi-
yeniden yapilandirilmast ve immun sistem baskilanmasi ya da aktive edilmesi dahil

olmak iizere ¢ok cesitli hiicresel siireclerde gorev alirlar (Tutar ve ark., 2010).

Hiicrelerde bulunan intraselliiler HSP’lerin yami sira, ekstraselliiller HSP (e-
HSP), membran yiizey HSP (m-HSP), HSP ag¢isindan zengin hiicre dis1 kesecikler olan
eksozomlar (EV-HSP) da kanserde, bagisiklik mekanizmalarinda ve ¢esitli patolojik
durumlarda hiicreler arasi iletisimde 6nemli roller oynar (Taha ve Eguchi, 2019). e-
HSP, EV-HSP ve m-HSP hiicre i¢i sinyal yollarini uyararak, endositoz tarafindan
alinarak veya cesitli bagisiklik hiicreleri, kanser hiicreleri, epitelyal hiicreler, kanserle

iligkili fibroblastlar (CAF’ler), MSC ve tiimor endotel hiicreleri gibi alict hiicrelere
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molekiiler olarak aktarilarak hiicre ylizeyi reseptorlerine baglanabilir. HSP’lerin
hiicrelerden salinmasi ise, hasarli, stresli ya da 6lii hiicrelerden pasif salinim yoluyla
olurken HSP igeren eksozomlardan salinmasi aktif sanilim yoluyla ger¢eklesmektedir

(Taha ve Eguchi, 2019).

e-HSP’ler ayrica hiicrelerin ve eksozomlarin membran yiizeyinde de
bulunabilir. Hiicrelerin ve eksozomlarin yiizeyindeki HSP’ler, CD91+ tiimor hiicreleri,
CD91+ fibroblastlar, CD91+ SREC1+ TLR+ profesyonel APC’leri ve CD94+ sitolitik
bagisiklik hiicreleri tarafindan taninabilir. Bu nedenle, mHSP de dahil olmak {izere e-
HSP, tiimor hiicrelerinde malignite olaylarini aktive edebilir ya da bunun tersine,
APC’ler tarafindan antijen ¢apraz sunumunu, NK hiicrelerini, CD8+ sitotoksik T

lenfositler gibi sitolitik bagisiklik hiicrelerini uyarabilir (Taha ve Eguchi, 2019).

HSP70 protein katlanmasini, translokasyonunu ve bozulmasin1 kontrol ederek
hiicresel homeostazin diizenlenmesinde, ayrica stres olusturan faktorler sonrasinda
hiicrenin hayatta kalmasinin saglanmasinda gorev alan yliksek molekiil agirlikli bir
saperon proteinidir (Das ve ark., 2019). HSP70 yapis1 ATPaz, substrat protein
baglanma ve C-terminal bdlgeleri olmak {izere ii¢ farkli protein {initesinden
olugmaktadir. Deneyler sirasinda tiirlerin stirekli (constitutive) ve indiiktif formlari ile
de {iinite degisimi yapilmis ve bu kimerik yapilarda ise konstitutif ve indiiktif
izoformlarin farkl proteinler ile etkilestigi goriilmiistiir (Tutar ve ark., 2006). HSP70,
ATPaz aktivitesine sahip 44kDa’lik bir amino-terminal niikleotid baglanma alani, 18
kD’lik substrat baglanma alan1 ve 10 kD’lik bir C-terminal alanina sahiptir (Das ve
ark., 2019). HSP70’in 13 izoformu olup (Taha ve ark., 2019), her izoform organel ve
ifade bazinda farklilik gostermektedir. Literatiirde sunulan c¢aligmalarda HSP70
kullanildiginda bu yapinin hangi izoform oldugu, dolayisi ile organel ve fonksiyonu
belirsiz oldugu icin genel bir adlandirmaya gidilmistir. Boylelikle literatiirde olusan
kaotik fonksiyonel belirsizlikleri giderip adlandirma ile kullanilan organel spesifik
HSP  belirlenmesi  hedeflenmistir.  HSP70  izoformlar1 HSPA  olarak
siniflandiriimislardir. Ornegin HSPA8 (HSC70) sitozolik konstitiif form iken HSPAS,
ER (endoplazmik reticulum) HSP70 proteinidir. HSP yapilar1 ailenin diger HSP

tiyeleri ve kosaperonlarla farkli kompleksler kurarak olduk¢a farkli fonksiyonlara
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sahip olabilirler. Bu kompleksler substrat proteinleri katlayabildikleri gibi
proteazomda  yikimlanmaya sebep olabilirler. Olusan farkli  kompleks
kombinasyonlar1 ve bunlarin her birinin fonksiyonlar1 heniliz tam olarak tespit
edilmemistir. Buna ragmen HSP70 antiapoptotik olup hiicrelerde sag kalimi saglar

(Junprung ve ark., 2021).

2.6.1. HSP70’nin Kanserdeki Rolii

Kanserde bol miktarda bulunan HSP70 karsinogenezde genis bir aktivite
yelpazesine sahiptir. HSP70’in hem onkogenik hem de immunojenik olmak iizere iki
yonlii davrandigi literatiirde rapor edilmektedir (Chen ve ark., 2020; Van Eden ve ark.,
2017).

Tiimor hiicreleri, e-HSP70’ler i¢in dogal bir kaynaktir. IFN-y ile canli tiimor
hiicrelerinin tedavisinden sonra tiimor hiicrelerinden aktif bir HSC70 salinimi vardir
(Bausero ve ark., 2005). HSP70 ayrica APC’lere baglanma icin CD40 ligand: ile
rekabet eder. Ayrica, DC’lerin lenf diiglimlerine gogilinliin uyarilmasinda ve

olgunlasmasinda HSP70’lerin etkisi vardir.

HSP70 disinda, tiimor hiicre hatlarinin plazma membraninda baska
saperonlarda mevcuttur (Linder ve Pogg 2021). Bununla birlikte, agirlikli olarak,
HSP70 ve HSP90 grubunun {iyeleri hiicre yiizeyinde ekspre edildiklerinde dogal
bagisiklik sistemini uyarma kapasitesine sahiptir (Albakova ve ark., 2020).

2.6.1.1. Hsp70 ve Tiimor Bagisikhig:

HSP70’in hem dogal hem de kazanmilmis bagisiklik tepkilerini uyardigi
bilinmektdir. HSP70, tiimdr hiicrelerinin membran yiizeyinde yiiksek diizeyde
eksprese edilir. Bu HSP70 membran pozitif tiimor hiicreleri aktif salinim yoluyla
HSP70 yiiklii eksozomlar1 serbest birakarak NK hiicrelerinin uyarilmasina yol agar.
Boylece yiizeye bagli HSP70’leri, HSP70 proteini ile dnceden uyarilmig NK hiicreleri

tarafindan taninir hale gelir.

35



Molekiil agirligr yaklagik 70kDa olan HSP’ler antijenik peptit tasiyicilari
olarak, MHC hiicreleri tarafindan sunulabilir veya dogal immunojenler olarak
antitimor immun yanitlar1 uyarma kapasitesine sahiptir (Albakova ve ark., 2020). ATP
ve ADP’nin varligina bagli olarak, HSP70 tiimdre 6zgii antijenleri salma ve baglama
kapasitesine sahiptir. MHC’lerden antijenlerin sunumun ardindan, bir CD8+ sitotoksik
T lenfositi yanit1 baglatilir (Kumar ve ark., 2024; Somu ve ark., 2024). Ayrica,
rekombinant HSP70’in tiimor i¢i infiizyonunun, NK hiicrelerinin ve CD8+ sitotoksik
T lenfositlerinin tiimdrlere infiltrasyonunu ve interferon gama (IFN- y) salgilanmasini

arttirdig1 gosterilmistir (Albakova ve ark., 2020).

2.6.1.2. HSP70 ve Apoptoz

Kanserli hiicrelerde bulunan HSP70’in hem intrinsik hem de ekstrinsik
apoptotik yollar1 etkileyerek apoptozu baskilamasi sonucu kanserin biiylimesini
destekledigi belirlenmistir. DNA hasar1 bulundugunda aktive olarak hiicre biiyilimesini
durduran ve apoptozu indiikleyen genleri aktive eden p53 proteini, timor supresor
(baskilayici) olarak gorev yapmaktadir (Chen ve ark., 2020; Van Eden ve ark., 2017).
p53 pro-apoptotik BAX’1 aktive ederek mitokondriden sitokrom c¢ salinmasina ve
sitoplazmaya geg¢mesine neden olur. Sitoplazmaya gegen sitokrom c’in (apoptotik
proteaz aktive edici faktor 1) APAF-1’e bagnanmasiyla da apoptozomlar olusur ve
kaspazlar aktif hale gecerek apoptozisi baslatmaktadir. Ayrica p53’iin hem intrinsik
hem de ekstrinsik apoptotik yolaklarda yer aldigi bilinmektedir. HSP70 intrinsik
apoptotik yolun indiiksiyonu i¢in mitokondriden sitokrom c salinimi1 agisindan 6nemli
olan c-Jun N-terminal kinazin (JNK) ve p38’in inhibisyonuna yol agmaktadir. Béylece
de sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasin1 ve APAF-1 ve kaspaz-9 ile apoptozom
kompleksi olusumunu engelleyerek apoptozu baskilamaktadir. Ayrica APAF-1’e
dogrudan baglanarak apoptozom kompleksinin olusumunu bozdugu ve apoptozu
bloke ettigi rapor edilmistir. Bununla birlikte HSP70, DNA fragmantasyonu ig¢in
gerekli olan apoptoz indiikleyici faktorii (AIF) inhibe ederek kaspazlardan bagimsiz
olarak apoptozu bloke etmektedir. Ekstrinsik yolda HSP70’in, TNF ile iliskili apoptoz
indiikleyici ligand reseptorii 1 (TRAIL-R1) ve TRAIL-R2 ile etkilesimi yoluyla 6liime
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neden olan sinyal kompleksinin (DISC) olusumunu bloke ettigi tespit edilmistir

(Albakova ve ark., 2020).

2.7. Rekombinant DNA Teknolojisi (RDT)

Molekiiler klonlama teknolojilerinde muazzam ilerlemeler, rekombinant DNA
teknolojisinin saglik sektorii, siirdiiriilebilir ¢evre ve tarim gibi ¢esitli alanlara
girmesine yardimc1 olmustur. Saglik sektoriinde, RDT biyofarmasétiklerin, asilarin,
gen terapisinin, molekiiler teshislerin, vb. gelistirilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar
(Vipra ve ark., 2022). Son yillarda, kanser tedavisi, genetik hastaliklar, diyabet ve
ozellikle viral ve fungal diren¢ olmak iizere cesitli bitki rahatsizliklar1 gibi
biyomedikal uygulamalar i¢in gelismis stratejilere sahiptir. Saglik sorunlar1 goz 6niine
alindiginda, rekombinant teknoloji, normal kosullarda tedavisi miimkiin olmayan

bir¢ok hastaligin tedavisine yardimci olur (Khan ve ark., 2016; Vipra ve ark., 2022).

Rekombinant DNA teknolojisi canli organizma veya tirtinlerine gelistirilmis ve
istenen Ozellikler kazandirmak amaciyla bir canlidan herhangi bir yolla yalitilan bir
genin, uygun bir konagin igerisine eklenerek orada ¢ogaltilmasini ve ifade edilmesini
amaclayan genetik materyalin degistirilmesi ¢alismalarina ait tekniklerin toplamidir.
Genel bir rekombinant DNA tanimi s0yle yapilabilir: Rekombinant DNA dogal olarak
genellikle birlikte bulunmayan DNA dizilerinin bir araya getirilmesiyle yapay olarak
olusturulmus herhangi bir DNA molekiiliidiir. Rekombinant DNA elde etmek iizere
uygulanan tekniklerin tamamina da rekombinant DNA teknolojisi denilmektedir

(Khan ve ark., 2016).

Yeni bir teknoloji olan rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikist 1970’11
yillarda restriksiyon enzimleri ve ligaz enziminin kesfi ile miimkiin olmustur. Bu
teknoloji dogal olarak bir arada bulunmayan genlerin farkli organizmalardan elde
edilerek yine farkli mikroorganizmalara aktarma olanagi sunmaktadir. Aktarilacak
olan genler enzimler kullanilarak kesilip saflastirildiktan sonra uygun tasiyicilar
aracilifiyla bagka organizmalara aktarilabilmektedir (Jackwood ve ark., 2008).

Okaryotik genlerin yap1 ve fonksiyonlarin1 anlamaya yonelik ayrintili molekiiler
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caligmalar1 miimkiin kilan bu teknoloji, arastirmaciya farkli orijinlerden biiyiik DNA
molekiillerini izole etme, kesme, yapistirma, ¢ogaltma, tanima, yapisini degistirme ve
canli organizmalara tekrar geri kazandirma olanagi tanimaktadir. Yine bu teknoloji ile
dogada normalde goriilmeyen rekombinant varyasyonlar elde edilebilmekte, genlerin
organizmalarda etki diizeyleri degistirilebilmekte, organizmalara ¢ok uzak
kaynaklardan yeni genler aktarilabilmekte ve genomlarn tiim niikleik asit

dizilislerinin analizi gergeklestirilebilmektedir (Tihanyi ve Nyitray, 2020).

2.7.1. Tanimlamalar

Rekombinant DNA: Vektor DNA’s1 ve igine eklenen DNA parcasinin olusturdugu
yeni DNA molekiiliidiir.

Restriksiyon enzimleri: Bakterilerden izole edilirler ve gorevleri hiicre i¢ine giren

viral kaynakli DNA’lar pargalamaktir. Sayilar1 1200’den fazladir.

DNA Ligaz: Iki DNA parcasinin kalici sekilde birlestirilmesi bu enzim tarafindan
gerceklestirilir.

Plazmid: Bakteri i¢erisinde kromozom DNA’sindan bagimsiz olarak kendi kendine

cogalabilen cift zincirli halkasal DNA molekiiliidiir.

Vektor: Tastyict DNA (Jackwood ve ark., 2008; Tihanyi ve Nyitray, 2020).

2.7.2. Rekombinant DNA’min Uretimi

Rekombinant DNA transformasyon, bakteriyel olmayan transformasyon ve faj
tanitim1 olmak {izere ii¢ yontemle iiretilir. Transformasyon asamasinda ilk olarak, bir
DNA parcast secilir ve bir vektore (tastyict DNA) enjekte edilir. Ikinci olarak, bu DNA
pargast restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak daha kiiciik parcalara 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 gec¢irmis konaklari transformasyon
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gecirmemis konaklardan ayirt edebilmek icin tanimlanabilir olmalidir (Singh ve ark.,

2022).

Bakteriyel olmayan transformasyon yontemi, yukaridaki transformasyona
oldukca benzerdir, ancak vektor olarak bakteri kullanilmaz. DNA pargasi, hiicre
cekirdegine dogrudan mikroenjeksiyon teknikleri kullanilarak enjekte edilir. Bu,
yukarida agiklanan transformasyona ¢ok benzer bir siirectir. ikisi arasindaki tek fark,
bakteriyel olmayan transformasyonda konak olarak E. coli gibi bakterilerin

kullanilmamasidir (Singh ve ark., 2022).

Faj girisi ise, transformasyona ¢ok benzer olan transfeksiyondur, ancak bakteri
yerine faj kullanilir. Bu yontemde en yaygin kullanilan fajlar, rekombinant DNA’y1

tagimak i¢in lambda veya MI3 fajlaridir (Singh ve ark., 2022).

Rekombinant DNA teknolojisinin esasi ¢alisan organizmadan izole edilen
DNA’nin ilgili pargasinin restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra bakteri
plazmidleri gibi kendisi cogalabilen bir tasiyict DNA (vektdr) icine entegre
edilmesidir. Vektor DNA’s1 ve i¢ine eklenen DNA parcasinin olusturdugu bu yeni
DNA molekiiliine ‘rekombinant DNA’ adi verilmektedir. Daha sonra bu molekiil
bakteri hiicrelerine aktarilarak ¢ok fazla miktarda iiretimi saglanir. Bu islemde her bir
bakteri hiicresine bir rekombinant DNA molekiilii kazandirilir (Jackwood ve ark.,
2008). Bakteri hiicrelerinin bir yetistirme ortami iizerinde ayri koloniler olugturacak
sekilde yayilmasi ile sonugta rekombinant DNA molekiiliinii tasiyan tek bakteri
kolonisi olusturulur. Kolonideki her bir bakteri ayni rekombinant DNA’y1 tasidigindan
bu bakteri popiilasyonuna “DNA kolonu™ adi verilir. Bu koloniye ait bakterilerin
cogaltilmasi ile istenen DNA pargasinin sinirsiz miktarda tiretimi saglanir (Singh ve

ark., 2022; Tihanyi ve Nyitray, 2020).

2.7.3. DNA izolasyonu

Rekombinant DNA iiretiminin ilk asamasi calisilan organizma DNA’s1 ve

vektor DNA’sinin izolasyonudur. Bu DNA, organel DNA’s1i, RNA ve daha sonraki
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calismalar1 aksatacak, ozellikle restriksiyon enzimlerinin ¢alismasini durduracak,

protein ve polisakkarit gibi kirleticileri de icermemelidir (Singh ve ark., 2022).

Temelde DNA izolasyonu hiicre duvar1 veya hiicre zarinin SDS (sodyum
dedosil siilfat) gibi deterjanlarla zayiflatilip parcalanarak DNA’nin agiga ¢ikarilmasi,
protein ve polisakkarit gibi kirleticilerin fenol-kloroform gibi organik ¢oziiciilerle,
RNA’nin da RNAaz enzimi ile ortamdan uzaklastirilmasi ve sonrasinda DNA nin tuz
ortaminda alkol ile ¢oOktiirilmesi basamaklarindan olusmaktadir. Fakat calisilan
organizmaya bazi kiiciik degisiklikler s6z konusu olabilir (Singh ve ark., 2022; Tihanyi
ve Nyitray, 2020).

DNA izolasyonu i¢in kullanilan stratejide plazmidleri iceren bakteriler besi
ortaminda biiyiitiiliir, santrifiijle toplanir, bakteri duvari pargalanir, aciga ¢ikan
DNA’dan proteinler ve RNA uzaklastirildiktan sonra DNA etanolle ¢oktiiriiliir
(Tihanyi ve Nyitray, 2020). Fakat, burada dikkat edilmesi gereken konu plazmid
DNA’sinin bakteri kromozom DNA’sindan ayrilmasi gerekliligidir. Ciinkii, plazmit
DNA’sina cok kiiciik miktarda bakteriyel DNA karismasi dahi gen klonlama
caligmalarinda istenmeyen sonuglara yol acabilir. Bu nedenle, plazmid izolasyonu
sirasinda bakteri DNA’sin1 ortamdan uzaklastiran ¢esitli metodlar kullanilmaktadir.
Bu metodlar plazmid DNA’s1 ve bakteriyel DNA arasindaki yap1 ve biiytikliik
farkliligina dayanmaktadir (Jackwood ve ark., 2008; Singh ve ark., 2022).

2.7.4. Rekombinant DNA’nin Cogaltilmasi

Gen klonlama; rekombinant DNA olusturulduktan sonra bu molekiiliin ¢ok
sayida kopyasinin elde edilmesini gerektirir. Buda rekombinant vektoriin konakgi bir
hiicre i¢ine aktarilmasiyla saglanir. Bu islem hiicre i¢ine aktarilan vektor plazmid ise

transformasyon, virus ise transfeksiyon adini alir. Konake¢1 genellikle E. coli’dir.

Bakteri plazma membranlar1 normalde DNA gibi biiyiik molekiillerin gegisine
izin vermez. Fakat yiliksek iyonik tuz konsantrasyonlarina maruz birakildiklarinda

membran gecirgenligi degistirilebilmekte ve bazi bakterilere ortamdan yabanct DNA
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girisi saglanabilmektedir. Bu tiir hiicrelere ‘kompetent hiicre’ denir (Singh ve ark.,

2022; Tihanyi ve Nyitray, 2020).

2.7.5. Rekombinant DNA Teknolojisinin Kullanim Alanlari

Rekombinant DNA teknolojisi, miihendislik, temel ve tip bilimleri, zirai
bilimler gibi hayatin birgok alaninda kullanilmaktadir. Ayrica gen manipiilasyonu ve
terapisi, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak umut verici terapdtik tekniklerle
bliyiik oOlciide ilerlemistir. Bunlara en dikkat ¢ekici ornek, insan insiilininin
tiretilmesidir (Singh ve ark., 2022; Tihanyi ve Nyitray, 2020). Antikorlar ve tiirevleri
de rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak yaygin olarak {tretilmektedir.
Glinlimiizde bu teknoloji kullanilarak asi, tam1 ve tedavi amachi birgok kit

uretilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi, tipta birgok genetik bozuklugun ve hastaliin
teshis ve tedavisinde dnemli rol oynamasinin yani sira, ilaglarin insan viicudundaki
etkinligini ve kalma siiresini degerlendirmek i¢in ila¢ metabolizmalarinin
incelenmesine de olanak tanimaktadir. Bu teknoloji asagida bazilar1 verilmis olan
farkli alanlardaki ¢ok sayida ¢alismada hem ekomonik a¢idan hem de verim agisindan

avantaj saglamaktadir (Sivamani ve ark., 2024).

1. Insiilin iiretimi

2. Hayvanlarda farmosétik tirlinlerin {iretimi

3. Herbisitlere dayanikli kiiltiir bitkileri

4. Rekombinant asilar

5. Adli tipta kullanimi

6. Antisens teknolojisi

7. Genetik hastaliklarin gen tabanli ¢6ziim yolu: Gen tedavisi gibi alanlar bu teknigin
en sik kullanildig alanlardir (Jackwood ve ark., 2008; Singh ve ark., 2022; Tihanyi ve
Nyitray, 2020).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. HSP70’in Rekombinat Olarak Uretilmesi
3.1.1. Plazmid izolasyonu

HSP70, pET-22b (+) plazmidleri post-translasyonel modifikasyon yapabilen
Rosetta Escherichia coli (E. coli) hiicre hattinda eksprese edildi. Bunun i¢in cloning
susu olan DHS5alfa transformasyonu sonucu ekim yapilan agarda liremis koloniden
alinip s1v1 besiyerine konularak bir gece 37 °C’de calkalayici inkiibatdrde inkiibe
edildi. Falkona alinan besiyeri 4000 rpm 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi ve slipernatant
dokildii. InnuPREP Plasmid Mini Kit 2.0 (cat no:845-KS-5041010) kullanilarak
bakteri kiiltlirlinden plazmid DNA’smin hizli ve kolay bir sekilde izole edilmesi
saglandi. Izolasyon yaptiktan sonra elde edilen son iiriin eliisyon buffer+plazmid kisa

stireli bekleme i¢in -20 °C’ye, uzun siireli depolama i¢in -80 °C’ye kaldirildi.
3.1.2.Kompetent Hiicre Hazirlama

Tablo 3.1. Kompetent hiicre hazirlamada kullanilan maddeler

Kullanilan maddeler Kullanilan miktar

Gliserol 130 ul
0,1 M CaCl, 25 ml
LB Medya 60 ml

Kompetent hiicre olarak E. coli kullanildi. Bu amagla 37 °C’de gece boyu sivi
besi yerinde biiyiitiilmiis kiiltlirden 5 ml alinarak erlenmayer i¢cinde 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 0,6’a

gelene kadar calkalayici inkiibatdrde bekletildi. Absorbans en az 0,4-0,5 OD olacak
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sekilde (270-280 nm) 6l¢iildii. Ardindan 50°lik falkonlara 50 ml alinip santrifiijde 4
°Cde 5 dk 12100 rpm’de santrifiij edildi, siipernatant uzaklastirilip iizerine 25 ml 0,1M
CaCl; eklendi ve yavas bir sekilde pipetasyon yapildiktan sonra buzda 30 dk bekletildi.
Daha sonra 12100 rpm’de 10dk 4 °C’de santrifiij edildi ve iistteki siipernatant atildi.
Ardindan 0,75 ml 0,1M CaCl, eklendi ve yavas bir sekilde pipetasyon yapilarak pelet
¢oziildii. Stok hazirlanarak her biri 0,05 ml’lik alikotlara 0,13 ml gliserol (saflik:
%100) eklenip bu stoklar -80 °C’de saklandi.

Sekil 3.1. Kompetent hiicre hazirlama agsamalar1

3.1.3. Plazmid Transformasyonu

Hazir plazmidler ve kompetent hiicreler yavas bir sekilde buzda ¢ozdiiriilerek,
100 mikrolitre kompetent hiicre iizerine 3 pl plazmid eklendi ve pipetaj yapildi.
Ardindan 30 dk buzda bekletildi. Daha sonra 90 saniye boyunca 42 °C’lik su
banyosunda ve ardindan 1 dk siiresince buzda bekletildi. Uzerine 0,4 ml siv1 besiyeri
(LB, Luria Bertani Agar, cat no: L3147) eklendi 37 °C’de 45 dk boyunca ¢alkalandi.
Ardindan 50 mg/ml ampisilin igeren kat1 besiyerlerine ekim yapildi. Ciinkii plazmid
ampisiline direnglidir. Ampisilin bir marker gorevi goriir; eger transformasyon
asamasinda kompenant hiicre plazmidi aldiysa, bakteride antibiyotige (ampisiline)
direng gelisir ve antibiyotikli medyalarda bakteri tirlimesi gozlenir. Aksine kompetent

hiicre plazmidi almadiysa bakteri antibiyotikli medyada tireyemez ve 6liir.
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Tablo 3.2. Plazmid transformasyonu i¢in kullanilan gerecler

Kullanilan Malzemeler

Kompetent Hiicre
1 pl Plasmid

Buz Banyosu

Su Banyosu

1 ml LB

Antibiyotikli Agar Petri

Sekil 3.2. Plazmid transformasyonu agamalari.
3.1.4. izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozit (IPTG) ile Protein Indiiksiyonu Deneyi

Bir gece antibiyotikli kiiltiirde, 37 °C’de 225 rpm’de ¢ogaltilan hiicreler 1
litrelik ve ayn1 oranda antibiyotik igeren kiiltiire gecilerek OD’si 0,6’a gelene kadar 37
°C 225 rpm’de calkalandi. Her saat bas1 OD degeri ol¢iilerek OD’si 0,6’a gelen her 1
litrelik kiltiirlere bidistile suda ¢6ziinmiis ve konsantrasyonu 50 mM olan 1 ml IPTG
eklenerek proteinin 4 saat boyunca eksprese edilmesi saglandi. Dort saat sonunda 1
L’lik siseler 500 ml plastik santrifiij tiiplerine aktarilarak hiicreler 4 °C’de 3900 rpm’de
santrifiij edildi. Olusan bakteri peleti 3 kolon (Poly-Prep® Chromatography Columns)
hacmi olacak sekilde baglanma tamponu olan 30 mM imidazol igeren 0,1 M Tris-HCI
i¢inde ¢Oziindiiriildli, ardindan bakteri siispansiyonu glass beads eklenen ependorflara

aktarildi1 ve speed mill plus (bead-beater) cihazinda pargalanarak hiicreleri par¢alanmis
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lizat elde edildi. Bead-beater ile parcalanan ve ardindan 12100 rpm’de 15 dk

santrifiijlenen lizat proteinleri igceren siipernatant protein izolasyonuna hazirlandi.

3.1.5. Indiiksiyon Testi

Saflastirma islemlerine gegmeden proteinin ifade edildigi, indiiksiyon testi ile
teyit edildi. Protein konsantrasyonlar1 Bradford analizi ile gerceklestirildi (He, 2011;
Kruger, 2009). Toplam 0ziit ise <20 pg olacak sekilde elektroforeze yiiklendi. Jelde
ylriitmek i¢in 6rnekler 6rnek yiikleme tamponu ile karistirilarak 90-95 °C de 10-20 dk
denatiirasyona birakildi. 1ki dk santrifiij edilip, siipernatanti alinan &rneklere daha
sonra sodyum dodesil siilfat -poliakrilamit jel elektroforezi (SDS PAGE)’de yiirlitme
yapildu.

3.1.6. Protein Saflastirmasi (Purifikasyon)

Saflagtirma islemleri FPLC-AKTA GO ve ticari kolonlar ile gerceklestirildi
(Coskun ve ark., 2021). Bu projede iiretilecek olan proteinler 6 x His-tag’li oldugu i¢in
saflastirma basamaginda Ni'? bagli resin kullanildi. Kullanilacak miktardaki (bir kolon
hacmi denir: CV) Ni*? igeren resin dnce 3 CV su ile yikanarak etanolden, ardindan da
3 CV baglanma tamponu olan 30 mM imidazol iceren 0,1 M Tris-HCI tamponu ile
yikanarak protein baglanmasina hazir hale getirildi. Baglanma i¢in 30 dk buz
ortaminda c¢alkalanan resin+siipernatant daha sonra kolona yiiklendi. Baglanma
sonras1 eklenen silipernetant kolona yiiklenerek resintsilipernatant karigimindan
kolondan akitildi. Ardindan kolon 3 CV kadar baglanma tamponu olan 50 mM
imidazol igeren 0,1 M Tris-HCI tamponu ile yikandi ve sonrasinda sirasiyla artan
imidazol konsantrasyonu igeren Tris-HCI’ler 3CV olacak sekilde kolondan akitildi.
Kolondan her defasinda 1 mL fraksiyon toplanarak elde edilen fraksiyonlar buz
icerisindeki ependorflarda muhafaza edildi. Gradyan 500 mM imidazol
konsantrasyonuna  kadar  fraksiyonlar  toplandi. Her bir fraksiyonun
spektrofotometrede 280 nm’de OD’leri alindi ve SDS PAGE jel yiiriitiildii (her bir
kuyucuga <2 pg olacak sekilde 6rnek yiiklendi) ve saflik derecesi degerlendirildi. Saf

fraksiyonlar diyalizden gegirilerek proteinler fosfat tamponuna alind.
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Sekil 3.3. Protein saflagtirma isleminin yapilisi.

3.1.7. SDS-PAGE Jelde Yiiriitme Deneyi

Jelde yiirtitmek i¢in 6rneklerimiz 90-95 °C de 10-20 dk denatlirasyona maruz

birakildi. Ardindan 11000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve silipernatanti alindi. Daha

sonra Tablo 3.3’te verilen maddeler sirasiyla karistirilarak hazirlanan ve hem stacking

hem de seperasyon jelinden olusan SDS PAGE jelde, 120 voltta yiiriitme yapildi.

Tablo 3.3. Separation jel hazirlamak i¢in kullanilan maddeler

Kullanilan Kimyasallar Miktar
H-0 4,1 ml
Acrylamide/bis (30% 37.5:1; Bio-Rad) 3,3ml
Tris-HCI (1,5 M, pH 8.8) 2,5 ml
SDS 10% 100 pl
N,N,N,N-tetramethylethelene-diamine 10 pl
(TEMED) (Bio-Rad)

Ammonium persulfate (APS), 10% 32 ul
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SDS-PAGE separation jeli ¢ozeltisine TEMED ve APS eklendikten sonra jel
hizla polimerize olacagi i¢in dokmeye hazir oldugunda bu iki reaktif eklendi.
Jel, stacking jeli i¢in taragin altindan ~2 cm asagida birakarak dokiildii.

Jelin istii izopropanol ile kaplandi. Boylece jelin iistiindeki kabarciklarin
giderilmesi ve polimerize jelin kurumasini 6nlendi. ~30 dakika iginde jel
tamamen polimerize edildi.

Izopropanol uzaklastirildi ve kalan izopropanol kalintilarini damitilmis suyla
yikandi.

Daha sonra stacking jel (4%) hazirlamak i¢in Tablo 3.4’deki malzemeler

sirayla karigtirildi.

Tablo 3.4. Stacking jel (4%) hazirlamak i¢in kullanilan malzemeler

Kullamlan Kimyasallar Marka ve Kodu
H20 6,1 ml
Acrylamide/bis (30% 37.5:1) 1,3 ml
Tris-HCL (0.5 M Ph 6.8) 2,5 ml

SDS 10% 100 pl

TEMED 10 pl
Ammonium persulfate (APS), 10% 100 pl

Separation jel lizerine stacking jel dokiildii.

Kuyu olusturmak i¢in tarak eklendi ve ~30 dakika i¢inde stacking jel tamamen
polimerize hale ulagti.

Jel aparata kelepgelendi. Running buffer eklenmis olan bolmeye yerlestirildi

ve cihaz ¢alistirildi.
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Jelde yiiriitmek i¢in 6rneklerimiz 90-95 °C de 10-20 dk denatiirasyona birakildi.
Ardindan 11000 rpm’de 2 dk’da santrifiij yapildi. Siipernatanti alindi ve SDS
PAGE jelde oda sicakliginda, 120 voltta yiiriitme yapildi.

Sekil 3.4. SDS-PAGE jelde yiiriitme deneyi

Calismamizda bu sekilde elde edilen HSP70’1i kullanmak yerine
standardizasyonu saglamak i¢in calismada saf olarak liretilmis ticari Recombinant
Human HSP70 Protein (His Tag, Cat: 11660-HO7H HSPA1A, Sino Biological, Cin)
kullanildi.

3.2. In vivo Calismalar

3.2.1. 4T1 Meme Kanseri Hiicre Hattinin 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 iceren RPMI (Roswell Park Memorial Institute) (Thermo Fisher;
#A1049101) medyumunda 37 °C sicaklik ve %5 COz ile sabitlenmis steril inkiibatdrde
cogaltildi. 4T1 fare meme kanseri hiicreleri 1x10° hiicre olacak sekilde BALB/c disi
farelerin meme dokusuna ortotopik olarak enjekte edilmek i¢in hazirlandiktan sonra;
hiicreler Tripsin-EDTA (Thermo Fisher; #25200056) ile kaldirildi. 1600rpm’de, +4
°C’de 5 dakika santrifiij edilip, takiben medyum uzaklastirilarak hiicreler Hanks’
Balanced Salt Solution (HBSS) (Sigma-Aldrich; #H9269) ile diliie edildi. Hiicreler,
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Countess II otomatik hiicre sayim cihazi (Invitrogen; #AMQAX10006) yardimu ile
sayilarak her bir hayvan icin 100 uL HBSS icinde 1x10° hiicre olacak sekilde

hazirlandi.

3.2.2. 4T1 Meme Kanseri Hiicre Hatt1i ile Meme Kanseri Modelinin

Olusturulmasi

Hiicreler kiiltiire edildikten sonra iireyen hiicreler (1x10° hiicre/fare) BALB/c
disi farelerin meme dokusuna ortotopik olarak enjekte edildi (Tanriover ve ark., 2022).
Bu inokiilasyondan 7-10 giin sonra tiimorler elle palpe edilebilir biiyiikliige

ulagtiindan dolay1 deneysel siirecte tiimor enjeksiyonundan sonraki 7. giinden

itibaren hayvanlar siirekli takibe alindi1 ve ortalama 10. giinde tedavi uygulamalari

baslatildi.

Sekil 3.5. 4T1 Meme Kanseri Hiicre Hatt1 Inokulasyonu ile Meme Kanseri Modelinin
Olusturulmas.
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Sekil 3.6. Meme kanseri modelinin olusturulmasinin sematik gosterimi

3.2.3. Deneysel Tasarim ve Deney Hayvanlarimin Bakimi

Calismanin deneysel asamasi i¢in Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (MAKU-HADYEK) Etik Kurul onayi
(17.08.2022 tarihli ve 941sayili 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’'nden temin edildi ve burada standart kosullarda 12
saatlik aydinlik-karanlik uygulamasina tabi tutuldu. Ortam, nem, 1s1 ve havalandirma
degerleri takip edildi, hayvanlarin yem ve suya ad libitum erisimleri saglandi. Fareler
tiimor hiicresi enjeksiyonlarindan sonra her giin giinde iki kez (sabah-aksam) klinik
bulgular ve saglik parametreleri agis indan (yem-su tiiketimi ve hastalik bulgulari)

kontrol edildi ve anormallikler kaydedildi.

Deneysel diizenekte HSP70’in hem koyurucu etkisi (profilaksi) hem de tedavi
edici etkisi arastirildi. Deneysel stliregte 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 Sekil 3.7’de gosterildigi gibi dizayn edildi.

Fareler agirlik tartiminin ardindan gruplarina gore 8 ayr kafese alindi. Iki grup HSP

50



proteinin herhangi bir anaflaktik etkisi olup olmadigini belirlemek i¢in kullanildi. Bu
gruplara tiimor inokiilasyonu yapilmadan 0,5 pg ve 1 pg HSP70 subkutan olarak
haftada 1 kez olmak lizere 4 hafta uygulandi ve bu gruptaki fareler ¢alisma sonunda
diger farelerle birlikte Otenazi edilerek organlar1 toplandi. Deneysel c¢alisma
baslangicinda tiimor grubuna 4T1 tiimor hiicre hatti1 inokiilasyonu yapildi, baska higbir
islem yapilmadi ve tiimor inokiilasyonundan sonraki 39. (10 giin tiimdr geligimi igin
beklendi) giinde &tenazi edildi. 1ki grup tedavi grubu olarak ayrildi ve timér
inokiilasyonundan sonra tiimdrler palpe edilebilir hale gelene kadar beklendi (10. giin).
Tiimorler palpe edilebilir biiyiikliigii ulastiktan sonra bir gruba 0,5 pg ve diger gruba
1 ug HSP70 ile haftada 1 kez olmak iizere 4 hafta boyunca subkutan uygulama yapildi.
Timor inokiilasyonundan sonraki 39. giinde fareler 6tenazi edildi. Proflaksi gruplarina
ise ilk 6nce haftada 1 kez olmak {izere 4 hafta siiresince 0,5 pg ve 1 ug HSP70 subkutan
olarak uygulandi. Ardindan tiimdr inokiilasyonu yapildi tiimér kitleleri palpe edilebilir
biiyiikliige gelene kadar beklendi (10 giin) daha sonra tedavi gruplarinda uygulandigi
gibi haftada 1 kez 0,5 pg ve 1 pg HSP70 uygulamalarina devam edildi. Timor
inokiilasyonundan sonraki 39. gilinde fareler 6tenazi edildi. Proflaksi gruplarina toplam
8 doz (timor inokiilasyonundan 6nce 4 doz, tiimor palpe edilebilir biiytikliige
ulastiktan sonra 4 doz) HSP70 uygulandi. Kontrol grubuna ise herhangi bir isleme
maruz kalmadan diger gruplarla birlikte deney baslangicindan sonraki 39. giinde

Otenazi yapildi.
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Sekil 3.7. Deney gruplarinin dizayninin sematik gosterimi

Tablo 3.5. Deney gruplarina yapilan uygulamalar

Inokiilasyon Oncesi Tiimor 10 Giin  Inokiilasyon Sonrasi
HSP70 Uygulama  Inokiilasyonu Bekleme HSP70 Uygulama

Kontrol - - - -
Grubu
Timor - + + -
Grubu
Tedavi - + + +0,5 ug
Gruplari
- + + +1 pug

Proflaksi +0,5 ug + + +0,5 ug
Gruplar1

+1 pug + + +1 ug
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Anaflaksi + 0,5 pg (haftada 1 toplam 4 doz)
Gruplari

+ 1 pg (haftada 1 toplam 4 doz)

3.2.4. Hayvan Agirhklariin Takibi ve Tiimor Boyutlarimin Ol¢iimii

Deneysel siire¢ baslamadan 6nce ve timdr enjeksiyonundan sonraki 7. giinden
itibaren haftada bir kez olmak iizere hayvanlarin agirliklari tartilarak not edildi.
Boylece tiimor gelisimi ile canli agirlik arasindaki baglanti degerlendirilerek
uygulamalarin hayvanlarin sistemik durumlarini etkileyip etkilemedikleri ve besin

aliniminin degisip degismedigi hakkinda bilgi saglandi.

Tiimor hiicresi enjeksiyonundan yaklasik 10 giin sonra tiimorler elle palpe
edilebilir biiyiikliige ulasti. Bunu saptamak i¢in 7. glinden itibaren her giin timor
gelisip gelismedigi kontrol edildi. Tiimor gelisimi saptandiktan sonra dijital kumpas
yardimiyla tiimorlerin uzunluk ve genislikleri dlgiilerek asagida belirtilen formiile gore

tiimdr hacimleri hesaplandi.

Tiimér Hacmi = (Uzunluk X Genislik?) X 0.5

Bundan sonra her 3 giinde bir kumpas yardimiyla tiimdr biiytikliikleri ve fare
agirliklan tartildi, boylelikle zamana bagli olarak gruplar arasinda tiimor biiytikligii
ve hayvanlarin canli agirlik degisimleri degerlendirildi. Elde edilen veriler gruplar

arasinda istatistiksel olarak yorumlanarak gruplar arasindaki farklar degerlendirildi.
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Sekil 3.8. Hayvanlarin agirlik takibi ve tiimdér boyut Ol¢limii (BioRender ile

hazirlanmistir).

Sekil 3.9. Tiimor boyutlarinin dijital kumpas kullanilarak 6l¢iimii.

Timor hiicrelerinin hayvanlara verilmesinden sonra 39. giinde hayvanlarin

Otenazileri gergeklestirildi ve caligsmanin deneysel boliimii tamamlandi.
3.3. In vitro Calismalar
3.3.1. Primer Tiimér Dokularimin Toplanmasi ve Agirliklarimin Olgiimii

Son HSP-70 uygulamasindan 1 giin sonra hayvanlarin canli agirliklar1 tartildi

ve ardindan intraperitoneal (IP) olarak uygulanan 90 mg/kg ketamin (Ketasol) ve 10
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mg/kg ksilazin (Basilazin) anestezisi ile Gtenazileri gerceklestirilerek calismanin

deneysel boliimii tamamlandi.

Otenazileri gerceklestirilen farelerin nekropsisi yapilarak meme tiimérii
dokular1 dikkatlice ¢ikarildi. Her bir tiimdr kitlesinin agirligi hassas terazi ile tartilarak
kaydedildi ve boylece gruplar arasinda tiimor agirliklari bakimindan farkliliklar
degerlendirildi. Daha sonra tiimor dokular1 tam merkezinden iki esit parcaya boliinerek
bir kism1 %10’luk formaldehit soliisyonu icinde tespit edilip histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler i¢in, bir kism1 da distile suya alinarak real-time

PCR analizleri i¢in kullanildu.

3.4. Histopatoloji Yontemi ile Degerlendirme

Nekropsi sirasinda alinan primer tiimor doku ornekleri %10°luk tamponlu
formalin soliisyonu icine alindi. Tamponlu formalin soliisyonu hazirlanigt Tablo
3.5’de verildi. Bir giin formalinde bekletilerek tespit edilen dokular trimlenerek takip
kasetlerine yerlestirildi. iki giinliik beklemenin ardindan kasetler tam otomatik doku
takip cihazina (Leica ASP300S; Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) alindi. Tam
otomatik doku takip cihazinin soliisyonlar1 ve uygulama siireleri Tablo 3.6°de verildi.
Dokular gece boyunca diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere (%70’den
%100’e) gecirilerek sularinin alinmasi, iki adet ksilolden gegirilerek organlardaki
yagin alinmasi ve sicak parafine gegirilerek doku bosluklarina parafin dolmasi
saglandi. Takip asamasi1 sonrasinda dokular celik doku gomme kaliplar igerisine
alinarak tizerine parafin dipenser-tankindan alinan sivi parafin (60 °C) doldurularak
gomii igslemi 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 alindi ve
immunohistokimyasal boyama i¢in polilizinli lamlara ¢ekildi. Doku kesitleri timor
hiicrelerini degerlendirmek i¢in primer timor dokusunun merkezi esas alinarak elde

edildi.
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Tablo 3.6. Tamponlu formalin soliisyonunun hazirlanisi

Tamponlu Formaldehit

%37 Formaldehit 100 ml

Distile su 900 ml

Sodyum fosfa monobazik  monohidrat 4 gr

(NaH2PO4H>0)

Sodyum fosfat dibazik (NaHPOy) 6,5 gr

Hazirlanisi: NaH,PO4H,0 ve Na,HPO4 900 ml distile su igerisinde ¢oziiniir. Cozelti iizerine 100 ml
%37’lik formaldehit eklenir ve toplam ¢ozelti distile su ilel litreye tamamlanir.

Tablo 3.7. Tam otomatik doku takip cihazi soliisyonlari ve uygulama stireleri

Soliisyon Siire
% 10 Formaldehit 1 saat
Distile su 1 saat
% 50 etanol 1 saat
% 80 etanol 1 saat
%96 etanol 1 saat
Absoli etanol 1 saat
Absoli etanol 1 saat
% 50 Ksilol etanol 1 saat
Ksilol 1 saat
Ksilol 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
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3.4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Normal lamlara alinan kesitler metal lam sepetinde bir gece boyunca etiiv
igerisinde (45 °C) bekletildi. Ardindan etiiv 70 °C’ye c¢ikarilarak 30 dakika
bekletildikten sonra 10 dk ksilen I, 10 dk ksilen II, 10 dk ksilen III, 10 dk ksilen IV
sollisyonlarinda  tutularak  deparafinizasyon islemi  gerceklesti.  Ksilenin
uzaklastirilmas: 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. Bes dk akar suda yikama yapildi ve 30 saniye absolii alkol igerisinde
bekletildi. Ardindan kesitler eozin soliisyonunda 2 dk bekletildikten sonra akar suda
yikandi. Yikama sonrasinda sirasiyla %350’lik etanol, %80’lik etanol ve absolii
etanolden gecirildi. Boyanan kesitler kurumalarinin ardinda ksilene daldirilip ¢ikarildi
ve lam lamel arasina entellan (Sigma-Aldrich, Germany) damlatilarak kapatildi.
Kesitler 151k mikroskobunda (x200 biiyiitme, Carl Zeiss Axioscope 5, Carl Zeiss

Suzhou) incelendi.

3.5. immunohistokimyasal Boyama Yontemi ile Degerlendirme

IHC boyamalar i¢in hazirlanan kesitler immunoperoksidaz yontem igin

streptoavidin-biotin peroksidaz kompleks yontemine gore boyandi.

Primer meme tiimor dokularinin IHC boyamasinda mouse monoklonal CD-31
(platelet endothelial cell adhesion molecule), HSP70, PCNA (proliferating cell nuclear
antigen), 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 IHC boyama islemleri manuel olarak yapildi. IHC boyamada
kullanilan primer antikor ve sekonder antikorlar hakkinda bilgiler Tablo 3.7’te

gosterildi.
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Tablo 3.8. [HC analizlerde kullanilan malzemelere ait bilgiler

Antikorlar Katalog Uretici Firma Diliisyon InkuE)asy.onu Inkubas;:on
No. Siiresi Sicakhigi
Rabbit Proteintech,
Polyclonal Ki- ~ 28074- San Diego, . o
67 (Primer 1-AP California, 1/2000 Bir gece 4
Antikor) ABD
Mouse
Monoclonal so- Santa Cruz
CD31/PECAM- 376764 Biotechnology, 1/100 Bir gece +4 °C
1 (H-3) (Primer Inc. ABD
Antikor)
Mouse .
Biolegend, San
Monoclonal . ) o
. 307902 Diego, CA, 1/100 Bir gece +4 °C
PCNA (Primer ABD
Antikor)
Mé\l/qlggf:nal sc- i Cruz
HSP70 (Primer 59571 Biotechnology,  1/100 Bir gece +4 °C
. Inc. ABD
Antikor)
Ulira V Bldis TA- Thermo Fisher . Oda
(Sekonder o Stok 10 dakika -
. 060-UB Scientific, sicakligi
Antikor)
Biotinylated
Goat Anti- .
Polyvalent TP-060-  Thermo Fisher ¢, 10 dakika Oda y
BN Scientific, sicakligi
(Sekonder
Antikor)
Streptavidin
Peroxidase TS-060- Thermo Fisher . Oda
(Sekonder HR Scientific, Stok 10 dakika sicakligi
Antikor)
TA- .
DAB Thermo Fisher Oda
Chromogen 006- Scientific Stok i sicaklig
s HDC remhie, g
TA- .
DAB Substrate ~ 006- L hermo Fisher g - Oda
HDS Scientific, sicakligi
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3.5.1. Immunohistokimyasal Boyama Protokolii
3.5.1.1. Isitma ve Deparafinize Etme

Polilizinli lamlara alinan kesitler bir gece boyunca 45 °C 1sidaki etiiv igerisinde
bekletildi. Ardindan etiiv 60 °C’ye ¢ikarilarak 30-45 dakika bekletildikten sonra 15’er
dklik stire ile 4 ksilen serisinden gegcirilerek deparafinizasyon islemi gergeklestirildi.
Ardindan kesitlerdeki ksilenin uzaklastirilmast ve rehidrasyon amaciyla 3’er dk
yiiksek dereceli alkolden diisiik dereceliye dogru (%100’lik, %80’lik etanol ve
%50’lik etanol) sirasiyla serilerinden gegirildi. Bu islemden sonra 10 dk distile suda

bekletilerek rehidrasyon islemi tamamlandi.
3.5.1.2. Antijen Aciga Cikarma (Antijen Retrieval-AR)

Bu calismada tiim primer antikorlar i¢in {iretici firma talimatina gore 1s1
kaynakli antijen retrieval yontemi yapildi. Antijen retrieval isleminde 1s1, otoklav
kullanilarak saglandi. Antijen retrieval i¢in Tablo 3.8’te yapimi agiklanan 10 mM

(mikromolar) sitrat tamponu (pH 6) kullanildi.

Tablo 3.9. Sitrat tamponu hazirlamak i¢in kullanilan malzemeler ve hazirlanisi

Cozelti A: 0,1 M Sitrik Asit Cozeltisi

Sitrik asit monohidrat 21 gr

Distile Su 100 ml

Hazirlanisi: Sitrik asit monohidrat, 100 ml distile su igerisinde ¢oziiliir.
Cozelti B: 0,1 M Sodyum Sitrat Cozeltisi

Trisodyum sitrat dihidrat 29,4 gr

Distile Su 100 ml

Hazirlanisi: Trisodyum sitrat dihidrat, 100 ml distile su igerisinde ¢oziiliir.

Calisma Soliisyonu

Soliisyon A 9 ml
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Tablo 3.9.(Devam) Sitrat tamponu hazirlamak i¢in kullanilan malzemeler ve
hazirlanisi

Soliisyon B 41 ml
Distile Su 450 ml

Hazirlanigt: Soliisyon A, Soliisyon B ve Distile Su karistirilir ve toplam 500 ml distile su ile
tamamlanir. pH 6 olacak sekilde HCI ya da NaOH (sodyum hidroksit) ile ayarlanir.

Kesitler sitrat tamponu ile dolu plastik kaynatma kaplarina yerlestirildi ve 120
°C’de 15 dk basingl 1s1ya maruz birakildi. Isitma islemi ardindan alinan kesitler oda
is1sinda 20 dk soguma ig¢in birakildi. Sogumasinin ardindan immunohistokimyasal

boyama asamasina gecildi.

3.5.1.3. Immunohistokimyasal Boyama

Antijen retrieval sonrasi oda 1sisinda sogumasi saglanan kesitler yapimi Tablo

3.9°da agiklanan PBS igerisinde 5 dakika inkiibe edildi.

Tablo 3.10. Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS) (0,01 M, pH 7,2) hazirlamak igin

kullanilan malzemeler

Kimyasal Maddeler Miktar
Sodyum Fosfat Dibazik 1,48 gr

(Na2HPOg4)
Potasyum Fosfat 0,43 gr
Monobazik (KH2POs)

Sodyum kloriir (NaCl) 7,20 gr
Distile Su 11t

Hazirlanigi: Na;HPO4, KH,PO4, NaCl 1 1t distile su ile ¢dziiniir. Hazirlanan ¢ozelti pH’s1 HCl ya da
NaOH ile 7,2 olarak ayarlanir.

IHC boyama, UltraVision Detection System Large Volume Anti-Polyvalent
HRP kit protokoliine gore yapildi. Endojen peroksidaza bagli spesifik olmayan arka

plan boyamasini azaltmak i¢in, kesitler %3’liik hidrojen peroksit ile 15 dakika inkiibe
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edildi. Iki kez PBS (Fosfat tamponlu salin) iginde 5 dk yikandi. Ultra V Block
uygulanarak spesifik olmayan arka plan boyamasini engellemek amaciyla oda
sicakliginda 10 dakikay1 asmadan inkiibe edildi. Ardindan PBS uygulanmadan kesitler
tizerindeki fazla soliisyon silkelendi. Primer antikorlar uygulandi ve +4 °C’de bir gece
inkiibe edildi. Dort kez 5’er dk PBS icinde yikama yapildi. Biotinli Keg¢i Anti-
Polivalent uyguland1 ve kesitler oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Dort kez
5’er dk PBS i¢inde yikama yapildi. Streptavidin peroksidaz uygulandi ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Dort kez 5’er dk PBS i¢inde yikama yapildi.
UltraVision Detection System Large Volume DAB Substrate System kitinde 6nerilen
oranda DAB kromojen (40-100 ul) ve DAB substrati (1 ml) karistirilarak peroksidaz
uyumlu kromojen ile 2-10 dk 1s1k mikroskobunda kontrollii sekilde inkiibe edildi.
DAB uygulamasi sonrasi kesitler distile su ile yikandi. Arkaplan boyamasi ig¢in
Mayer’s Hematoksilen (HX14931949, Sigma-Aldrich, Almanya) 12 saniye uygulandi
ve akan suda yikandi. Ardindan kesitler sirasiyla %96 etanol ve absolii etanolden

gecirildi ve lam-lamel arasina Entellan damlatilarak kapatildi.

3.5.2. immunohistokimyasal Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi

Tim fare meme timor dokulari Carl Zeiss Axioscope 5 (Almanya) 11k
mikroskobu altinda degerlendirildi. Immun reaksiyon skorlamalari her bir antikor igin
ilgili kontrol dokularinin boyanma o6zelligine ve literatiirde belirlenen skorlama

yontemlerine gore belirlendi.

3.5.2.1. Ki-67 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Ki-67 ekspresyonunun 151k mikroskobu altinda 400x biiyiitmede
degerlendirilmesinde, her hayvanin tiimér dokusundan pozitif boyanan farklh
alanlardan fotograf c¢ekildi. Ardindan goriintiiler, hiicre goriintii analiz yazilim
programi olan QuPath 0.5.1'e yiiklendi. Fotograf tiirii olarak H-DAB seg¢ildi. Yiiklenen
goriintiilerin piksel birimi pm’ye doniistiiriildii ve piksel ayar1 yapildi. Sihirbaz gubugu
ile ¢cekirdek boyanmasi dikkate alinarak pozitif hiicreler ve boyanma olmayan alanlar

secilerek negatif hiicre tamimlamasi gergeklestirildi. Her alanda toplam hiicre sayisi
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1000-1500 arasinda degismekteydi. Elde edilen sonuglar hiicrelerin Ki-67 ¢ekirdek
boyanmasina gore negatif ve pozitif timor hiicresi ile yiizdesi olarak hesaplandi (Lea

ve ark., 2021; Marwah ve ark., 2018; Zhong ve ark., 2016).

3.5.2.2. CD-31 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

CD-31 ekspresyonunun kantitatif olarak degerlendirilmesinde 151k mikroskobu
altinda 400x biiylitmede, her hayvanin primer timor dokusundan pozitif boyanan
farkli alanlardan fotograf ¢ekildi. Goriintiiler, hiicre goriintii analiz yazilim programi
olan QuPath 0.5.1°¢ yiiklendi. Fotograf tiiri H-DAB olarak kaydedildi. Yiiklenen
goriintiilerin piksel birimi um’ye donistiiriilerek piksel ayar1 yapildi. Sihirbaz ¢ubugu
ile ¢cekirdek boyanmasi dikkate alinarak pozitif hiicreler ve boyanma olmayan alanlar
secilerek negatif hiicre tanimlamasi gerceklestirildi. Program igerisinde siniflandirma
sekmesi igerisindeki piksel siiflandirmasindan piksel siniflandiriciyr egit bolimi
secildi. Acilan boliimde rezoliisyon c¢ok yiiksek olarak ayarlanarak canli tahminine
tiklandi. Boylece primer tiimdral alanda CD-31 pozitif hiicrelerin total alana oran1 %

olarak bulundu (Kerby ve ark., 2022; Kujan ve ark., 2023).

Ayrica primer timor hiicrelerinin CD-31 ekpresyonlari hiicre sayisi olarak da
degerlendirildi. QuPath 0.5.1°de analiz sekmesinden hiicre goriintii analizleri
icerisindeki pozitif hiicre tespiti boliimii kullanilarak pozitif hiicre tespiti otomatik
olarak hesaplandi. Her alanda toplam hiicre sayist 1000-2000 arasinda degisiyordu.
Elde edilen sonuglar hiicrelerin CD-31 boyanmasina gore negatif ve pozitif timor

hiicresi ile yiizdesi olarak hesaplandi.

3.5.2.3. PCNA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Her hayvanin tiimor doku kesitlerinin 151k mikroskobunda x400 biiylitmede
PCNA ekspresyon degerlendirmesinde farkli alanlardan fotograf cekildi. Goriintiiler
QuPath 0.5.1°¢ yiiklendi ve fotograf tirii H-DAB olarak seg¢ildi. Yiklenen
goriintiilerin piksel birimi pm’ye doniistiiriildii ve piksel ayar1 yapildi. Sihirbaz gubugu

ile ¢cekirdek boyamasinin oldugu hiicreler dikkate alinarak pozitif hiicre ve boyanma
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olmayan alanlar secilerek negatif hiicre smif tanimlamasi gerceklestirildi. Analiz
yapilacak alan dikdortgen seklindeki isaretleyici ile isaretlendi. Analiz sekmesinden
hiicre goriintii analizleri igerisindeki pozitif hiicre tespiti boliimii kullanilarak pozitif
hiicre tespiti otomatik olarak hesaplandi. Her alanda toplam hiicre sayis1t 1000-2000
arasinda degisiyordu. Elde edilen sonuglar hiicrelerin PCNA ¢ekirdek boyanmasina

gore negatif ve pozitif tiimdr hiicresi ile yilizdesi olarak hesaplandi.

3.5.2.4. HSP70 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

HSP70 ekspresyonunun degerlendirilmesinde 151k mikroskobu altinda 400x
biiylitmede, her hayvanin tiimor dokusundan pozitif boyanan bes farkli alandan
fotograf c¢ekildi. Gorlintiiler, hiicre goriintii analiz yazilim programi olan QuPath
0.5.1’¢ ylklenerek degerlendirildi. Degerlendirme Ki-67 eskpresyonu o6lgiimiinde
yapilan islemlerle ayni sekilde uygulandi. Her alanda toplam hiicre sayis1 1000-2000

arasinda degisiyordu. Analiz sonuglari1 ekspresyon ylizdesi olarak belirlendi.

3.6. Real-Time PCR ile mRNA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

3.6.1. Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

4T1 hiicre hatt1 implante edilen ve HSP70 uygulamalar1 yapilan farelerin timor
dokular1 fareler sakrifiye edildikten sonra esit iki parg¢aya ayrildi. Real-time PCR
yontemi i¢in ayrilan tiimoér dokularinin steril homojenizator ile homojenizasyonlari
yapildi. Homojenizasyon sonrasinda ornekler -80 °C’de muhafaza edildi. Elde edilen

orneklere spin kolon metoduna gére RNA ekstraksiyon prosediirii uygulandi.
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Sekil 3.10. Homojenize edilen tiimdr dokulari

3.6.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Hibrigen Dokudan RNA Ekstraksiyon (cat no: MG-
DRNA-01) kiti kullanild1. Total RNA izolasyonu i¢in kitin prosediiriine uygun olarak
asagida bahsi gecen islemler uygulandi. Her 50-100 mg doku i¢in 1 ml Tissue Lysis
Buffer kullanild1 ve 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 RNAaz bulundurmayan mikrosantrifiij tiipiine alind1. Tiiplere 200
ul kloroform eklenip, vorteks ile homojen hale gelene kadar karigtirildi ve 15 dk buz
tizerinde inkiibe edildi. Tiipler +4 °C’de 12.000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten sonra
siipernatant yeni bir RNAaz bulundurmayan mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Aktarilan
slipernatantin hacmine gore 2 oraninda etanol (%100) eklenerek vorteks ile iyice
karistirildi ve karisim spin kolona alindi. + 4 °C’de 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij
edilerek altta kalan sivi kisim uzaklastirildi. 500 pl Wash Buffer TRP eklendi ve + 4
°C’de 12,000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek altta kalan s1vi kisim alindi. 500 pl
Wash Buffer TRW ilave edilerek 1dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi, ardindan
+4°C’de 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek altta kalan sivi kisim atild1. Kolon
kurumasi i¢in 12.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten sonra 1,5ml’lik RNAaz
icermeyen mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. Daha sonra direkt olarak membran

iizerine dokunun yogunluguna gore ortalama 75 pl Rnase-free water kolona eklenerek
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2 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Toplama iglemi i¢in 12.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilerek Mrna Ornekleri elde edildi. Elde edilen RNA’lar Cdna sentezi

basamagina kadar -80 °C’de saklandi.

Sekil 3.11. mRNA izolasyonu asamalar1

mySPEC

Sekil 3.12. mRNA miktar tayini testi

3.6.3. c-DNA sentezi

RNA izolasyonundan sonra cDNA sentezi basamagi uygulandi. c-DNA sentezi

icin Hibrigen cDNA sentez kiti (cat. No:MG-CDNA-01) uygulandi.
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Sekil 3.13. c-DNA sentez kiti

RNA 6rnegi cDNA doniisiimii i¢in 100 ng konsantrasyonunda kullanildi. Her
ornek i¢cin RNA + Random 6-mer primer (0,5 pL) + Oligo dTs (0,5 uL) + Niikleaz free
su’dan 12 pL eklendi. Hazirlanan 20 uLL RNA 6rnegi karisimi 72 °C’de 5 dk siire ile
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan buz iizerinde sogutuldu. Son hacim 20 uL
olacak sekilde Tablo 3.10’de belirtilen reaksiyon bilesenleri RNA 6rnekleri iizerine
eklenerek 0,2 pL’lik PCR tiiplerinde karistirildt ve Thermal Cycler cihazina
yerlestirildikten sonra Tablo 3.11°de belirtilen cihaz protokolii ile reaksiyon
gergeklestirildi. Elde edilen cDNA’lar, Real-Time PCR i¢in hazirlandi ve -20 °C’de

saklandi.

Tablo 3.11. Master miks hazirlanmasi i¢in kullanilan kit igerigi

Reaction Buffer 4 ul
Enzim mix Il
Total RNA 1-6 pl
Niikleaz icermeyen 20 ul’ye
dH,O

Total Hacim 20 ul
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Tablo 3.12. c-DNA sentezi i¢in kullanilan Thermal Cycler protokolii

Sicaklik (°C) Zaman Adim
42 60 dk c-DNA sentezi
80 10 Enzim inaktivasyonu

3.6.4. Primer Dizaym

HSP70 target gen bolgesi ve GAPDH, referans gen bolgeleri i¢in kullanilan
primerler, NCBI ve ENSEMBLE gen bankalar1 kullanilarak elde edilen referans
genom lizerinden NCBI Primer Blast Programu ile fare tiirline spesifik olarak dizayn
edildi. Elde edilen primerlerin spesifitesi, yine NCBI BLAST programi ile kontrol
edildi. Housekeeping gen olarak GAPDH geni yapilan literatiir arastirmasi
dogrultusunda ¢alismaya dahil edildi. Primer ve referans gen dizileri Tablo 3.12.’de

gosterildi.

Tablo 3.13. Real-Time qPCR analizi i¢in yapilan primer dizayni

Primer Ad1 Primer Sekansi Sentezletilen Firma
HSP70-MOU-F ACCTTCACCACCTACTCGGA Oligomer
HSP70-MOU-R GCCCCGAAGCcceeca Oligomer

GAPDH-MOU-F  GGGTCCCAGCTTAGGTTCAT Oligomer
GAPDH-MOU-R CTCGTGGTTCACACCCATCA Oligomer

3.6.4.1. Primerlerin Optimizasyonu

Ik olarak primerler, iiretici firmanmn kullanim kilavuzunda belirtilen
talimatlara gore 100 uM (100 pmol/uL) i¢in gerekli su miktar1 eklenerek sulandirildi.
Sulandirilan primerlerden her parametre i¢in asagida belirtilen ara stoklar

olusturularak Real-Time PCR analizi i¢in hazir hale getirildi.
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Primer ara stok hazirlanisi

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

3.6.5. Real-time qPCR

Real-Time qPCR analizi i¢in Hibrigen marka SYBR Green qPCR MIX
(Cat.No: MG-SYBR-01) master miks kiti kullanildi. Master miks kit igerigi Tablo
3.14.°de gosterilmistir.

Tablo 3.14. Real-Time qPCR analizi i¢in master miksin hazirlanma kosullar

Master Miks Icerigi Master Miks Icerigi Son
Konsantrasyon

2X SYBR Green qPCR Mix 10 pl 1X
Forward Primer (10 pM) 0,4 ul 0,05-0,9 uM
Reverse Primer (10 pM) 0,4 ul 0,05-0,9 uM
c-DNA Degisken Max. 2 ul
RNase-Free Distile Su 20 pl’ye tamamlanacak

sekilde
Toplam Reaksiyon Hacmi 20 pl

Tablo 3.15. Real-Time qPCR analizi BIO RAD marka CFX96™ Real Time System
PCR cihaz ile PCR protokolii

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

Melting Curve 60-95 2 dk x1
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Sekil 3.14. Real-Time qPCR analizi i¢in kullanilan BIO RAD marka CFX96™ Real
Time System PCR cihazi

3.6.6. Rolatif Kantitasyon Hesaplanmasi

RNA cekspresyon miktar tayini, referans olarak GAPDH transkripti
kullanilarak kontrol grubuna normallestirilerek yapildi. Goreceli niceleme
hesaplamasinda "AACt Metodu" kullanildi. AACt hesaplamasi asagida agiklandigi gibi
gerceklestirildi.

1. Hem hedef grup hem de referans grubundaki her numunenin hem hedef
RNA’s1 hem de referans RNA’s1 i¢cin Real-Time PCR sonucunda Ct degerleri elde
edildi. Teknik tekrarli ¢alismalarda Ct degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplamaya

devam edildi.

2. Hedef grup ACt degerleri, hedef gruptaki ilgili genin Ct degerinin referans

(housekeeping gene) Ct degerine oranlanarak elde edildi.

3. Referans grubun ACt degerleri, referans grubundaki hedef gene ait Ct

degerinin referans (housekeeping gene) Ct degerine oranlanarak elde edildi.

4. Ctdegerleri 2-AACt olarak islendi ve kat degisimi (Fold Change) hesaplandi.
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6. Kat Degisikligi degeri 1’1 asarsa, hedef grup RNA ifadesinin referans
grubunun RNA ifadesine gore arttig1 yorumlandi. Kat Degisikligi degeri 1’in altinda
ise hedef grubun RNA ifadesinin referans grubun RNA ifadesine gore azaldigi

seklinde yorumlandi.
3.7. Istatistiksel Hesaplamalar

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 olmadigini degerlendirmek i¢in Shapiro-Wilk testi yapild1 ve P
degerinin 0,05’ten biiyilik ¢ikmas1 halinde normal bir dagilim gdsterdigi kabul edildi.
Gruplarin varyansinin homojen olup olmadigina Levene’s testi ile bakild1 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 kiigiik ve esit ¢ikmasi halinde gruplar arasinda
anlamli bir farkin oldugu kabul edildi. Normal dagilim gostermeyen veriler igin
Kruskal-Wallis testi kullanildi. P degerinin 0,05’ten kiiciik ve esit ¢ikmasi halinde

gruplar arasinda anlamli bir farkin oldugu kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Nekropsileri gerceklestirilen BALB/c 1rki, disi farelerin sag torasik meme
dokusunda tiimor hiicresi inokiilasyonu yapilan gruplarda tiimor sekillendigi gozlendi.
Primer timor dokular1 ortalama 0,5-2 cm c¢apinda, ovalden silindire kadar degisen
sekillerde, solid yapida, beyaz-krem renginde ve fibroelastik kivamda bir goriiniime
sahipti. Calisma gruplarinin tiimor kitlelerinin makroskobik goriinimii sekil 4.1°de

gosterildi.

WooL.g 8 L 9

Sekil 4.1. Calisma gruplarina ait makroskobik goriiniim. A-1, A-2; Kontrol grubu, B-
1,B-2; 4TI grubu, C-1, C-2; 0,5 ng HSP70 Proflaksi, D-1, D-2; 1 ug HSP70 Proflaksi,
E-1, E-2; 0,5 ug HSP70 Tedavi, F-1, F-2; 1 ug HSP70 Tedavi grubu.

Calisma sonunda en biiyiik timor kitlelerinin tiimdr inokiilasyonu yapilip
tedavi veya proflaksi i¢in hi¢gbir uygulama yapilmayan 4T1 tiimor grubunda oldugu
goriildii. Tedavi ve proflaksi uygulamalar1 timdr boyutlarinda kiigiilmeye sebep oldu.
Higbir islem uygulanmayan kontrol grubunda herhangi bir tiimdral olusuma

rastlanmadi.
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4.1.1. Hayvanlarin Canh Agirhiklarinda Zamana Bagh Degisimler

Deneysel siire¢ baglamadan 6nce ve tlimor enjeksiyonundan sonraki 7. giinden
itibaren haftada bir kez olmak iizere hayvanlarin agirliklar1 oOlgiildi. Yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda hayvanlarin canli agirliklar1 arasinda herhangi
bir istatistiksel farka (P=0,07) rastlanmadi. Hayvanlarin canli agirlik degisimleri Sekil
4.2.°de gosterildi.

= Hayvan agirhk ortalamasi (gr)
230 Shapiro-Wilk Testi
t 22622 ] s as
o 21.69 l 22,064 ° ® 4T1-TUmor
- - - 19196 20.730 24+ - .
& 204 i & ® 0.5 ug HSP70 Proflaksi
2 22- w a 1 ug HSPT70 Proflaksi
— - A >
= . v 0.5 pg HSP70 Tedavi
b= I 20 ;
© 104 & ¢ 1 ug HSP70 Tedavi
c ]
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(1] 3
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Sekil 4.2. Hayvanlarin canli agirlik analizi sonuglar1 (P=0,07).

Gruplarin canh agirlik ortalamasi (gr)
Shapiro-Wilk Testi

Gruplann Canli Agirlik Ortalamasi (gr)
244 244 i

-+ 4T1-Tumor ® 4T1-Timor
= 0.5 g HSP70 Proflaksi F ® 0.5 ug HSP70 Proflaksi
22+ 22 o Wi )
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[ ] "
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Sekil 4.3. Hayvanlarin zamana bagli canli agirlik degisim grafigi
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4.1.2. Primer Tiimoriin Agirhgi, Primer Tiimoriin Giinliikk Hacim Degisimi

Tiim gruplar primer tiimor agirliklari agisindan kiyaslandiginda istatistiksel agidan
4T1-Timor grubu ile 1pg HSP70 proflaksi grubu arasinda (P <0,001), 4T1-Timor
grubu ile 0,5ug HSP70 proflaksi ve 1 pg HSP70 tedavi grubu (P <0,05), 1ug HSP70
proflaksi ile 0,5ug HSP70 tedavi grubu (P <0,05) arasinda istatistiksel agidan anlamli
bir fark bulundu. 4T1-Tiimo6r grubu ile 0,5ug HSP70 tedavi grubu arasinda istatistiksel

acidan fark bulunmadi (P=0,05). Farelerin primer tiimor agirliklar: analizi sekil 4.4°te

gosterildi.
Timor Agirhk Ortalamasi Tumor Agirlik Ort. (gr)
X Shapiro-Wilk Testi
_.25 2.5+ N
@ e ® AT1-Tumoér
g- 2.0 2.0 . ® (0.5 uyg HSP70 Proflaksi
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ple)) 5
<1.0 1.0 i‘l + 1 ug HSP70 Tedavi
:2 o
. 054 ¥
0.0F—F—T—T—
00 05 1.0 15 20 25
9:‘:9 r\‘}q

Sekil 4.4. Gruplarin primer tiimor agirliklart analizi sonuglart (****: P <0,001; *:
P<0,05).

Gruplara ait primer tiimor dokusunun zamana bagli hacim degisimi ilk l¢iim ve
son Ol¢lim hacmi olarak degerlendirildi. Tiimor hacminin ilk 6l¢iimiinde 4T1-timdr
ile ve 1 pg HSP70 tedavi grubu (P<0,001), 4T1-tiimér grubu ile 0,5 pg HSP70
proflaksi, 1 pg HSP70 proflaksi gruplar1 (P<0,05) arasinda istatiksel olarak fark
bulundu. Diger gruplar arasinda farka rastlanmadi (P>0,05). Tiim6r hacminin son
Ol¢timiinde ise, 1 pg HSP70 proflaksi ile 4T1-tiimdr ve 0,5 pg HSP70 tedavi gruplari
arasinda anlaml bir fark bulundu (P<0,05). 0,5 ng HSP70 proflaksi grubu ile 4T1-
tiimor ve 0,5 pg HSP70 tedavi gruplar arasinda da anlamli bir fark bulundu (P<0,01).
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Primer tiimor dokusunun ilk 6l¢iim ve son Ol¢iim hacim degisimi istatiksel analiz

sonuglart Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verildi.

Tiimér Hacim- ik Olgiim ilk Olgiim Tiimér Hacim Ort. (mm?)
— * Shapiro-Wilk Testi
ﬂ r 1
£ 250 ———— .
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Sekil 4.5. Primer tiimoriin zamana bagli hacim degisim analizi sonuglar1 (*: P<0,05;
**: P<0,01).
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Sekil 4.6. Primer tiimdriin zamana bagli hacim degisim analizi sonuglar1 (*: P<0,05;
**: P<0,01).
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Tumor hacim ortalamasi
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Sekil 4.7. Primer tiimoriin zamana bagli hacim degisim analizi sonuglari

Tiimér agirlig: (gr) ve tiimor hacmi (mm?) arasinda pozitif bir korelasyon vardi

(r: 0,4159). Ancak P >0,05 oldugu i¢in bu iki degisken arasinda belirgin bir iligki

yoktur.
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Sekil 4.8. Primer tiimor agirlig1 ve hacmi arasindaki korelasyon grafigi
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4.2. Mikroskobik Bulgular
4.2.1. Histopatoloji Bulgulari

Timor dokusu incelendiginde hiicrelerin belirgin sekilde anaplastik
goriiniimde olduklart saptandi. Cekirdekler vezikiiler goriiniimliiydii; baz1 hiicrelerde
tek bazilarinda ise birden fazla belirgin ¢ekirdekc¢igin varligi dikkati ¢ekti. Sitoplazma
ve ¢ekirdek boyutlarinin birbirinden farkli oldugu hiicrelerin belirgin pleomorfizm
sergiledigi goze carpti. Cekirdek boyutlarinda biiyiime ve c¢ekirdek sitoplazma
oraninda artig tespit edildi. Mitotik aktivite artmistt ve yer yer anormal mitozlara
rastlandi. Tiimor dokusu kesitlerinden alinan x400°liik biiylitmede ortalama 4-5 adet
mitotik figilir saptandi. Timor hiicreleri arasina yer yer mononiikleer ve
polimorfniikleer yangi hiicrelerinin infiltre oldugu goriildii. Tim timoér dokusu
kesitlerinin merkezleri nekrotikti ve nekrotik alanlarda cogunlugu nétrofil 16kosit olan

yangisal hiicre infiltrasyonlar1 dikkati c¢ekti. Gruplara gore tiimoér dokusunun

i Y
>,
]
7

histopatolojik goriintiisii Sekil 4.9-21’de gosterildi.
ah
e

. £7 ¥

Sekil 4.9. 4T 1-tiimor grubunda bir farenin tiimdr dokusunun histopatolojik goriiniimi.
Yogun sekilde pleomorfik ve malign hiicrelerden olusan timdr alaninin goriintiimii, H-
E boyama, Bar=50 um.
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timor dokusunun biiyik biiyiitmedeki

histopatolojik goriiniimii. Biiyiik ve belirgin ¢ekirdekli hiicreler (ok baslari) ve mitotik
20 pm.

Bar=

9

timor  grubundaki

4T1-
-E boyama

H

.
b

10

kil 4

figtirler (ok)

Se

-E boyama, Bar=50 pum.

H

9

5 pg HSP70 Proflaksi grubunda bir farenin tiimdr dokusunun

histopatolojik gortiinlimii. Tiimdr parankimini olusturan hiicrelerin seyrek bag dokunun

ise artmig goriiniimii

Sekil 4.11. 0,
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Sekil 4.12. 0,5 png HSP70 Proflaksi grubunda bag doku artisinin yakindan goriiniimi,
H-E boyama, Bar=20 pm.

Sekil 4.13. 1 pg HSP70 Proflaksi grubunda bir farenin tiimoér dokusunun histopatolojik
goriiniimii. Kanama (daireler), nekrotik alan (yildiz), pleomorfik hiicreler (kalin ok)
ve mitotik figiirlerin (ince ok) bulundugu timoér alaninin goriinlimii, H-E boyama,
Bar=50 pum.
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Sekil 4.14. 1 ng HSP70 Proflaksi grubunda bir farenin tiimér dokusunun biiyiitilmiis
histopatolojik goriiniimii. Pleomorfik hiicre (ok basi) ve yangi hiicrelerinin (ok)
bulundugu tiimér alaninin gériiniimii, H-E boyama, Bar=20 pm.

Sekil 4.15. 0,5 ug HSP70 Tedavi grubunda bir farenin tiimor dokusunun histopatolojik
gbriinlimii. Timor hiicresi artisinda azalma, az sayida mitotik figiir (kalin ok) ve
yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (ince oklar) bulunan tiimér kitlesi, H-E boyama, Bar=50
pm.
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Sekil 4.16. 0,5 pg HSP70 Tedavi grubunda tiimor dokusunun biiylik biiylitmedeki
histopatolojik goriintimii. Tiimdr hiicresi yogunlugunda azalma ve bag dokuda artis,
H-E boyama, Bar=20 pum.

Sekil 4.17. 1 pg HSP70 Tedavi grubunda bir farenin tiimor dokusunun histopatolojik
goriiniimii. Timor hiicresi yogunlugunda azalma ve bag dokuda artisin oldugu timor
kitlesinin goriiniimii, H-E boyama, Bar=50 pum.
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Sekil 4.18. 1 pg HSP70 Tedavi grubunda bir farenin tiimor dokusunun biiytik
biiytitmedeki histopatolojik goriiniimii, H-E boyama, Bar=20 pum.

Sekil 4.19. Gruplara gore tiimor dokusunun histopatolojik goriintimi. (A) 4T1-Timor
grubu, (B) 0,5 ng HSP70 Proflaksi grubu, (C) 1 pg HSP70 Proflaksi grubu, (D) 0,5 pg
HSP70 Tedavi grubu, (E) 1 pg HSP70 Tedavi grubu, H-E boyama, Barlar=100 um.

81



Sekil 4.20. Gruplara gore tiimor dokusunun histopatolojik goriintimi. (A) 4T1-Timor
grubu, (B) 0,5 ng HSP70 Proflaksi grubu, (C) 1 pg HSP70 Proflaksi grubu, (D) 0,5 pg
HSP70 Tedavi grubu, (E) 1 ug HSP70 Tedavi grubu, H-E boyama, Barlar=50 pm

Sekil 4.21. Gruplara gore tiimor dokusunun karsilastirmali histopatolojik goriiniimi.
(A) 4T1-Timor grubu, (B) 0,5 pg HSP70 Proflaksi grubu, (C) 1 pg HSP70 Proflaksi
grubu, (D) 0,5 ug HSP70 Tedavi grubu, (E) 1 ng HSP70 Tedavi grubu, H-E boyama,
Barlar=50 pm.
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4.2.2. Iimmunohistokimyasal Bulgular
4.2.2.1.Ki-67 Ekspresyonu

Ki-67 ekspresyonlarinin gruplar arasindaki karsilastirmalari yapildiginda
meme dokusu kesitlerinde kontrol grubunda ekspresyon gozlenmezken, sadece 4T1
tiimor hiicresi inokiilasyonu yapilan grupta timor hiicrelerinin ¢ekirdeginde
ekspresyonlarin belirgin sekilde arttigr dikkati ¢cekti. HSP70 tedavisinin genel olarak
ekspresyonlar1 azalttigi, 1 ug HSP70 grubunda bu azalmanin 0,5 ng HSP70 grubuna
gore daha fazla oldugu dikkati g¢ekti. Profilaksi 0,5 pg HSP70 grubunda hafif
ekspresyonlar, profilaksi 1 pg HSP70 uygulanan grupta ise ¢ok hafif ekspresyon

gozlenirken, bazi alanlarda ekspresyon gézlenmedi.

Tiimor hiicrelerinin niikleer immunohistokimyasal Ki-67 ekspresyonlari
incelendiginde en belirgin ekspresyon 4T1 grubunda gozlendi. Gruplara gore
ekspresyonlarin degerlendirilmesinde 4T1 timér grubu ile 0,5 pug HSP70 proflaksi
grubu, 1 pg HSP70 proflaksi grubu, 0,5 png HSP70 tedavi grubu ve 1 ug HSP70 tedavi
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu gozlendi (P <0,001). 0,5ug
HSP70 proflaksi grubu, 1 pg HSP70 proflaksi grubu, 0,5 pg HSP70 tedavi grubu ve 1
ng HSP70 tedavi grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
Calisma  gruplarinin =~ tim6ér  dokusuna  ait  Ki-67  ekspresyonlariin
immunohistokimyasal gorintiileri Sekil 4.22-26’da gosterildi. Calisma gruplariin
timor dokusuna ait Ki-67 ekspresyonlarinin QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen
pozitif hiicrelerin gorlintiisii  Sekil 4.27°de gosterildi. Sekil 4.28’de Ki-67

ekspresyonlarinin istatistiksel analizleri verildi.
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Sekil 4.22. 4T1-Tiimor grubunun tiimor dokusuna ait yogun Ki-67 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde siddetli niikleer Ki-67
ekspresyonlar1 (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar = 50 um.
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Sekil 4.23. 0,5 ng HSP70 proflaksi grubunun tiimor dokusuna ait azalmis Ki-67
ekspresyonlarinin immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde orta siddette
niikleer Ki-67 pozitif immunoreaksiyonlar1 (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pum.
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Sekil 4.24. 1 pg HSP70 proflaksi grubunun tiimér dokusuna ait azalmis Ki-67
ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde niikleer Ki-67
pozitif ekspresyonu (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pum.

Sekil 4.25. 0,5 ng HSP70 tedavi grubunun tiimdr dokusuna ait belirgin sekilde azalmis
Ki-67 ekspresyonunun immunohistokimyasal goriinlimii. Tiimor hiicrelerinde hafif
siddette niikleer Ki-67 pozitif immunoreaksiyonlar (oklar), HRP/DAB kromojen,
Bar=50 pym.
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Sekil 4.26. 1 pg HSP70 tedavi grubunun tiimdr dokusuna ait belirgin sekilde azalmis
Ki-67 ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimor hiicrelerinde hafif
siddette niikleer Ki-67 ekspresyonlari (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 um.
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Sekil 4.27. A; 4T1 timor grubu, B; 0,5 ug HSP70 tedavi grubu, C; 1pg HSP70 tedavi
grubu, D; 0,5 ng HSP70 profilaksi grubu, E; 1 ng HSP70 profilaksi grubu. Calisma
gruplarinda tiimor dokularma ait Ki-67 ekspresyonunun immunohistokimyasal ve
QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen pozitif hiicrelerin goriiniimii. Soldaki resimde
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timor hiicrelerinin Ki-67 pozitif immunoreaksiyonu (HRP/DAB kromojen), sagdaki
resimde ise ekspresyonlarin QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen pozitif hiicreler
gosterilmektedir. Kirmizi renk pozitif, mavi renk ise negatif boyanan hiicreleri temsil
etmektedir. Bar=50 pm
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Sekil 4.28. Primer tiimor hiicrelerinin Ki-67 ekspresyonunun degerlendirilmesi
(Tiimor grubu ile kiyaslandiginda, ****:P <0,001)

4.2.2.2. CD-31 Ekspresyonu

4T1-Timor grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkin oldugu goriildii. 0,5 pg HSP70 proflaksi grubu ile 0,5 ng HSP70 ve 1 ng HSP70
tedavi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu dikkati ¢ekti. Caligma
gruplarinin  timor dokusuna ait CD-31 ekspresyonunun immunohistokimyasal
gorintiileri Sekil 4.29-33°de gosterildi. Calisma gruplarinin tiimor dokusuna ait CD-
31 ekspresyonunun QuPath-0.5.1 programu ile belirlenen pozitif hiicrelerin goriiniimii
Sekil 4.34°de gosterildi. Sekil 4.35°de CD-31 ekspresyonunun istatistiksel analizleri

gosterilmistir.
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Sekil 4.29. 4T1 tiimor grubunun tiimor dokusuna ait belirgin CD-31 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde siddetli pozitif CD-31
ekspresyonu (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pum.

Sekil 4.30. 0,5 pg HSP70 proflaksi grubunun tiimdr dokusuna ait CD-31
ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimor hiicrelerinde azalmis CD-
31 ekspresyonu (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 um.
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1 pg HSP70 proflaksi grubunun timér dokusuna ait azalmis CD-31

ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimor hiicrelerinde orta siddetli

31

kil 4

Se

ar=50 pm.

B

9

HRP/DAB kromojen

9

31 pozitif immunoreaksiyonu (oklar)

CD

<

5 pg HSP70 tedavi grubunun tiimér dokusuna ait azalmis CD-31

ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimdr hiicrelerinde orta siddette

b

kil 4.32. 0

Se

Bar=50 pm.

b

31 ekspresyonu (oklar), HRP/DAB kromojen

CD
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Sekil 4.33. 1 pg HSP70 tedavi grubunun tiimor dokusuna ait azalmig CD-31
ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimor hiicrelerinde orta siddette
CD-31 pozitif immunoreaksiyonlar (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pum.
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Sekil 4.34. (A) 4T1 tiimor grubu, (B) 0,5 png HSP70 tedavi grubu, (C) 1pg HSP70
tedavi grubu, (D) 0,5 ng HSP70 proflaksi grubu, (E) 1 ng HSP70 proflaksi grubu.
Calisma  gruplarinda  timoér  dokularina  ait CD-31  ekspresyonunun
immunohistokimyasal ve QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen pozitif hiicrelerin
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goriiniimii. Soldaki resimde tlimor hiicrelerinin CD-31 sitoplazmik immunoreaksiyon
(HRP/DAB kromojen), sagdaki resimde ise QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen
immunopozitif hiicreler gosterilmektedir. Kirmiz1 renk pozitif, mavi renk ise negatif
boyanan hiicreleri temsil etmektedir. Bar=50 pm
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Sekil 4.35. Primer tiimor hiicrelerinin CD-31 ekspresyonunun degerlendirilmesi
(****:P <0,001)

4.2.2.3.PCNA Ekspresyonu

Tiimdr hiicrelerinin niikleer PCNA ekspresyonlarinin degerlendirilmesinde 4T1-
tiimor grubu ile 0,5 pg HSP70 proflaksi grubu (P <0,001) ve 1 pg HSP70 proflaksi
grubu (P <0,001) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu belirlendi. 0,5
ng HSP70 proflaksi grubu ile 0,5 pg HSP70 tedavi grubu (p=0,03) ve 1ug HSP70
tedavi grubu (p=0,003) arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir farkin oldugu goriildii.
0,5 ug HSP70 proflaksi grubu ve 1pug HSP70 proflaksi grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi. Calisma gruplarinin tiimoér dokusuna ait PCNA
ekspresyonlarinin immunohistokimyasal gorlintiileri Sekil 4.36-40’ta gosterildi.
Calisma gruplarinin tiimdr dokusuna ait PCNA ekspresyonlarinin QuPath-0.5.1
programi ile belirlenen pozitif hiicrelerin goriiniimii Sekil 4.41°de verildi. Sekil

4.42°de PCNA ekspresyonlarinin istatistiksel analizleri gésterilmistir.

PCNA  ekspresyonlarinin  gruplar  arasindaki  immunoreaksiyonlari

degerlendirildiginde 4T1’in tek basma yapildig1 grupta hiicre c¢ekirdegindeki
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ekspresyonlarda artma goriildi. HSP70 tedavisinin genel olarak ekspresyonlari
azalttigi, 1 pg HSP70 grubunda bu azalmanin 0,5 ng HSP70 grubuna gore daha fazla
oldugu dikkati ¢ekti. Profilaksi 0,5 pg HSP70 grubunda hafif ekspresyonlar, profilaksi

Iml HSP70 uygulanan grupta ise bazi alanlarda negatif ekspresyonlar belirlendi.

Sekil 4.36. 4T1 Tiimdr grubunun tiimdr dokusuna ait siddetli PCNA ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde niikleer PCNA immun pozitif
reaksiyonlar (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 um.
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Sekil 4.37. 0,5 ng HSP70 proflaksi grubunun tiimoér dokusuna ait belirgin sekilde
azalmis PCNA ekspresyonunun immunohistokimyasal goriintimii. Timor hiicrelerinde
niikleer PCNA ekspresyonlari (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 um.

Sekil 4.38. 1 pg HSP70 proflaksi grubunun tiimoér dokusuna ait azalmis PCNA
ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimdr hiicrelerinde niikleer PCNA
pozitif immunoreaksiyonlar (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 um.
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Sekil 4.39. 0,5 pg HSP70 tedavi grubunun tiimoér dokusuna ait azalmis PCNA
ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde niikleer PCNA
ekspresyonu (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pum.
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Sekil 4.40. 1 pg HSP70 tedavi grubunun tiimoér dokusuna ait azalmis PCNA

ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimor hiicrelerinde niikleer PCNA
immun pozitif reaksiyonlar (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pum.

96



bu.

ekspresyonunun

(C) 1pg HSP70
1gru

9

1 grubu
(E) 1 ng HSP70 profilaks

9

bu

1 gru

5 nug HSP70 tedav

(B) 0,

or grubu
5 ng HSP70 profilaks

3

m

tu

b

>

41. (A) 4T1
1 grubu, (D) 0
Calisma

Sekil 4
tedav

PCNA

t

dokularna  ai
0.5.1 programi

mor
1 ve QuPath

tu

gruplarinda

tif

Immunopozi

irlenen

le bel

i

istokimyasa

h

1mmuno

97



hiicrelerin goriiniimii. Soldaki resimde tiimor hiicrelerinin PCNA niikleer immun
ekspresyonu (HRP/DAB kromojen), sagdaki resimde ise QuPath-0.5.1 programu ile
belirlenen immunopozitif hiicreler gosterilmektedir. Kirmizi renk pozitif, mavi renk
ise negatif boyanan hiicreleri temsil etmektedir. Bar=50 um
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Sekil 4.42. Primer tiimor hiicrelerinin PCNA ekspresyonunun degerlendirilmesi
(*¥*F**:P <0,001; ***: P<0.01; **: P<0,01).

4.2.2.4. HSP70 Ekspresyonu

Tiimdr hiicrelerinin HSP70 ekspresyonlarinin degerlendirilmesinde 4T 1-tiimor
grubu ile 0,5 pg HSP70 proflaksi (P=0,002), 1 ng HSP70 proflaksi grubu (P=0,003)
ve 1 ug HSP70 tedavi grubu (P=0,027) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin
oldugu goriildii. 4T1-tlimo6r grubu ile 0,5 pg HSP70 tedavi grubu arasinda énemli bir
fark saptanmadi. Calisma gruplarinin timdér dokusuna ait HSP70 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal goriintiileri Sekil 4.43-47°de gosterildi. Calisma gruplarinin
tiimor dokusuna ait HSP70 ekspresyonlarinin QuPath-0.5.1 program ile belirlenen
pozitif hiicrelerin goriintiisii  Sekil 4.48°’de wverildi. Sekil 4.49°da HSP70

ekspresyonlarinin istatistiksel analizleri gosterilmistir.
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Sekil 4.43. 4T1-Tiimor grubunun tiimor dokusuna ait belirgin HSP70 ekspresyonunun
immunohistokimyasal goriintimii. Timor hiicrelerinde  HSP70 immun pozitif
reaksiyonlar (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 um.

Sekil 4.44. 0,5 pg HSP70 proflaksi grubunun timdr dokusuna ait azalmig HSP70
ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimor hiicrelerinde HSP70
ekspresyonu (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pm.
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Sekil 4.45. 1 pg HSP70 proflaksi grubunun tiimoér dokusuna ait azalmig HSP70
ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde HSP70 immun
pozitifligi (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pm.

Sekil 4.46. 0,5 pg HSP70 tedavi grubunun tiimor dokusuna ait azalmig HSP70
ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Timor hiicrelerinde HSP70
ekspresyonu (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pm.
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Sekil 4.47. 1 pg HSP70 tedavi grubunun tiimor dokusuna ait azalmig HSP70
ekspresyonunun immunohistokimyasal goriiniimii. Tiimdr hiicrelerinde HSP70 immun
pozitif reaksiyonlar (oklar), HRP/DAB kromojen, Bar=50 pm.
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Sekil 4.48. A; 4T1 tiimdr grubu, B; 0,5 pg HSP70 tedavi grubu, C; 1ug HSP70 tedavi
grubu, D; 0,5 ng HSP70 profilaksi grubu, E; 1 ng HSP70 profilaksi grubu. Calisma
gruplarinda tiimor dokularina ait HSP70 ekspresyonunun immunohistokimyasal ve
QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen immunopozitif hiicrelerin goriintimii. Soldaki
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resimde tiimdr hiicrelerinin HSP70 niikleer ekspresyonlar1 (HRP/DAB kromojen),
sagdaki resimde ise immun ekspresyonlarin QuPath-0.5.1 programi ile belirlenen
pozitif hiicreler gosterilmektedir. Kirmizi renk pozitif, mavi renk ise negatif boyanan
hiicreleri temsil etmektedir. Barlar=50 pm
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Sekil 4.49. Primer tiimor hiicrelerinin HSP70 ekspresyonunun degerlendirilmesi
(Ttimor grubu ile kiyaslandiginda, ***:P <0,01; **:P <0,05. *:P <0,05).

4.3. Gen Ekspresyonu Bulgulari
4.3.1. Real-Time PCR

HSP70 mRNA ekspresyon miktar tayini, referans olarak GAPDH transkripti
kullanilarak tiimor grubuna normallestirilerek uygulandi. Relative Quantification
hesaplama "AACt Metodu" kullanilanilarak yapildi. Gruplara ait Real-Time PCR
HSP70 mRNA ekspresyon miktarlar1 Tablo 4.1’de sunuldu. Calisma gruplarinin
HSP70 mRNA ekspresyon rolatif miktarlart Sekil 4.50°de gosterildi.

4T1 tiimor grubu ile diger gruplar arasinda HSP70 mRNA ekspresyon seviyesi
karsilastirildiginda 0,5 pg HSP70 tedavi grubunda up-regiilasyon goriiliirken diger
gruplarda down-regiilasyon dikkati ¢ekti.
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Tablo 4.1 Real-Time PCR HSP70 mRNA ekspresyon miktar tayini

Hedef

GAPDH
GAPDH
GAPDH
GAPDH
GAPDH

Gruplar

4T1-Timor

0,5 ug HSP70 proflaksi
1ug HSP70 proflaksi

0,5 ug HSP70 tedavi grubu
1 pg HSP70 tedavi grubu

Rolatif Miktar Ortalama
Cq
1,00000 31,00
0,74392 31,43
0,47229 32,08
3,88347 29,04
0,78468 29,04

Ralative Quartity

T
GAPDH

Target

=1 47T hspll 5 R FFX HSFT00,5mi 10 B PFX HSFTD 1ml.

=1 TDO. H3FTO-1ml 2

2 W TD. HSFTO-0.5ml 1

Sekil 4.50. Calisma gruplarinin HSP70 mRNA ekspresyon rolatif miktarlari.
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5. TARTISMA

Meme kanserleri hem insan hem de hayvanlarda siklikla gézlenmekte ve
goriilme sikligr giin gectikge artmaktadir. Tiim tiimorlerde oldugu gibi meme
tiimorlerinde de erken teshis ve tedavi sagkalim oranimi arttirmaktadir. Kanser
tedavileri esnasindahastanin dokularinda da ciddi hasarlar olusabilmektedir. Bu
sebeple yapilan son ¢alismalarda, tedavi stratejilerinin etkinligini arttiracak ve hastaya
yan etkisi diisiik yeni molekiiller aragtirilmaktadir. Bu hem tedavi hem de hastanin
tedavi sonrast donemde normal hayata doniis periyodunun kisaltilmasinda biiyiik
onem tasimaktadir. Bu baglamda, kanser tedavisinde rekombinant heat shock-70
(HSP70) proteininin ekspresyonunun azaltilmasi, umut verici bir yaklagim olarak
dikkat ¢ekmektedir. Heat shock proteinleri, hiicrelerin stres kosullarina yanit verme
yeteneklerini artirarak hayatta kalmalarini saglar ve azalmalar1 kanser hiicrelerinin
tahrip edilmesinde kritik rol oynar. Bunun disinda HSP70’in, bagisiklik sistemini
uyararak ve tlimor hiicrelerinin antijen sunumunu arttirarak, anti-timoral yaniti
gliclendirdigi gosterilmistir. Bu ¢alismada, rekombinant HSP70 ile immunizasyonun
meme kanseri modelinde molekiiler yontemlerle incelenmesi, tedavinin etkinligine
dair yeni bulgular ortaya konulmasi amaglanmistir. Calismada elde edilen bulgular bu
tedavi yaklagiminin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve metastaz yapma potansiyelini
Oonemli Olc¢lide azaltabilecegini gostermistir. Elde edilen veriler, rekombinant
HSP70’in, meme kanseri tedavisinde etkili bir immunoterapdtik ajan olarak

kullanilabilecegine dair giiclii kanitlar sunmaktadir.

Hiicreler, hiicresel devamliligi destekleyen stres tepkisi proteinlerini aktive
ederek stres kosullarina yanit verir. HSP’ler, c¢esitli streslere yanit olarak sentezlenen
oldukca korunmus stres tepkisi saperon proteinleridir. Bunlar kriyoprotektif ve diger
kritik sitoprotektif islevlere sahiptir. HSP’lerin hiicreleri zararli stresten koruma
yetenegi, proteinlerde yanlis katlanmay1 6nleme, proteinlerin yeniden katlanmasini ve
renatiirasyonunu hizlandirma saperon aktivitelerine atfedilmistir (Edkins ve Boshoff,
2021; Zhang ve Bi, 2024). Bununla birlikte, stres toleransinin siniria ulasildiginda,
hiicreler organizmaya geri dondiiriilemez sistemik hasar1 6nlemek i¢in programlanmis

hiicre 6limiinii (apoptoz veya otofaji) baslatir. HSP’ler ayrica JNK, AKT ve niikleer
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faktor kappa B (NF- xB) gibi ¢esitli sinyalleme kaskadlarinin modiilasyonu yoluyla
proapoptojenik molekiilleri inhibe etmede kritik roller oynarlar (Hu ve ark., 2022). Bu
nedenle HSP’ler, hiicre olimii ve hayatta kalma arasinda hassas bir dengeyi
siirdiirmenin merkezinde yer alir ve biyolojik sonuglar1 6nemli o6l¢iide etkiler.
HSP’lerin karsinogenezi diizenlemedeortaya ¢ikan roliine iliskin ¢aligmalar, bunlarin
Oonemini basit tanisal biyobelirteclerden kanser tedavisindeki merkezi hedeflere dogru
genisletmistir (Xiong ve ark., 2020; Yang ve ark., 2021; Javid ve ark., 2022; Hu ve
ark., 2024).

Degisik caligmalar, HSP’lerin tiimdrlerde karsinogenez mekanizmalarinin
farkli basamaklarinda ¢esitli rolleri oldugunu ortaya koymustur (Cyran ve Zhitkovich,

2022; Kabakov ve Gabai, 2021; Secli ve ark., 2021; Puustinen ve Sistonen, 2020).

Kanser gelisiminde HSP70 oOnemli roller oynamakla birlikte kanser
hiicrelerinde anormal derecede yiiksek seviyelerde eksprese edilir. HSP70, tiimdrle
iligkili ekspresyonlar1 ve anti-apoptotik etkileri nedeniyle hayatta kalma faktorleri
olarak hareket ederek karsinogenezisi desteklemektedir (Rérole ve ark., 2011). Timor
hiicreleri veya tiimor stromast ile hiicre i¢i veya hiicre disi1 lokalizasyonuna bagli olarak
hem tiimorii tegvik eden hem de baskilayan yolaklara aracilik edebildiginden, tlimoriin
ilerlemesi tizerine farkl etkilere sahiptir. Tiimor stromasinda HSP70 inhibitor etkileri
ayni zamanda tiimorii tesvik eden mikro ortami da ortadan kaldirabildigi icin iki ucu
keskin bir kili¢ gibi davranabilir (Kabakov ve Gabai, 2021). Bu nedenle, HSP70’1 ve
etkilerini hedeflemek i¢in kullanilan stratejiler 6ncelikle inhibisyon ve stimiilasyon
stratejileri dahil olmak iizere iki kategoriye ayrilabilir. Iinhibisyon stratejisinde birgok
arastirmaci, hiicre ici HSP70’in inhibisyonu i¢in uygun yeni bilesikler kesfetmeye
yonelik caligmalar gerceklestirmektedir. Stimiilasyon stratejisinde ise HSP70 bazl
asilarin gelistirilmesi i¢in ¢aba sarf edilmektedir (Danics ve ark., 2020). Bu calisma da
HSP70’in indiiklenebilir formu ile immunizasyon yapilmis ve hem proflaktik hem de
teraoptik olarak iyilestiri etkileri bulundugu gozlenmistir. Ancak 0,5ug tedavi
grubunda ekspresyonlarin 1pg grubuna gore daha fazla olmasi dozun HSP70’in

ektisinin diizenlenmesinde 6nemli oldugunu gostermistir
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Uyarilmig HSP70 seviyeleri, farkli seviyelerde apoptotik yolu bloke
etmektedir. HSP70, kaspaz aktivasyonunu azaltma veya bloke etmekle birlikte
mitokondriyal hasar1 ve niikleer pargalanmay1 baskilamaktadir. Bu bulgular, HSP70’in
sitokrom ¢ saliniminin agagisinda ve kaspaz-3 aktivasyonunun yukarisinda apoptozu
inhibe ettigini ortaya koyan Li ve ark., (2014) tarafindan desteklenmistir. Bu anti-
apoptotik etki, apoptozomun HSP70 aracili modiilasyonu ile agiklanmigtir. HSP70'in
apoptoz proteaz aktive edici faktor-1’e (Apaf-1) dogrudan baglandigi bdylece
prokaspaz-9'un apoptozoma alinmasini onledigi gosterilmistir. HSP70’in ATPaz
alaninin bu etkilesim i¢in gerekli oldugu belirlenmistir (Albakova ve ark.,2020). Bizim
calismamizda tedavi ve proflaksi gruplarinda nekrotik alanlarin artisi da Onceki

calismalar1 desteklemistir.

Timor hiicreleri siklikla hipoksik stres, bagisiklik tepkisi, inflamatuar stres,
mikrobiyal uyaranlar ve terapétik stres gibi streslere maruz kalmaktadir. Bu stresler,
protein katlanmasi ve proteostaz ile proteoliz arasindaki denge icin gerekli olan
HSP’leri indiiklemesi sonucunda HSP’ler kanserde anti-apoptotik roller oynarlar
(Taha ve ark., 2019). HSP70 iiyesi olan HSPA1, HSP90 {iyesi olan HSP90B1 gibi
HSP’ler anti-apoptotik rollerinin yani sira proliferasyon, metastaz ve anjiyogenez
stireclerinde etkinlik gostererek kanser tiirlerinde malign progresyonu énemli dl¢iide
etkilemektedirler (Ambrose ve Chapman, 2021; Sanchez-Brifias ve ark., 2023; Wang
ve Wang, 2022; Li ve ark., 2024). Yapilan ¢alismalarda, HSP60 iiyesi olan HSPD1 in,
meme kanserinde apoptoz tekrar1 i¢eren protein 5’in (BIRCS) baculoviral inhibit6riinii
stabilize ederek apoptozu durdurdugu belirlenmistir (Ghosh ve ark., 2008). HSP70
tiyesi olan HSPAS, kolorektal adenokarsinomlarda Ras yollarini diizenleyerek hiicre
cogalmasini tesvik ettigi tespit edilmistir (Liu ve ark., 2012). HSP20 {iyesi olan
CRYAB’mm, mide kanserinde NF-kB yolunu aktive ederek tiimér metastazini tesvik
ettigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2018). Bu g¢aligmalar, HSP’lerin hedefli
immunoterapotik yaklasimin kanser tedavisinde biiyiik bir potansiyeli oldugunu
gostermektedir. Bu calismada da HSP70 ile immunizasyon sonucunda tiimor boyut ve
malignitesinde belirgin derecede azalmalar saptanmis bu da HSP70’in meme kanseri

gelisim ve malignitesinde 6nemli bir etkieye sahip oldugu hipotezini desteklemistir.
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HSP70’in  ve izoformlarinin meme kanserlerinde Onemini acikliga
kavusturmak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir. Ozellikle sitoplazmik
HSP70’in prognostik giiciinii makrofaj infiltrasyonuna gore karsilastirdigimizda,
sitoplazmik HSP70 pozitif/yliksek makrofaj infiltrasyonu olan grupta niiks ve meme
kanserine 6zgii 6liim riskinin tiim hastalarda ve daha 6nce bu tedaviyi almis hastalarda
anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Adjuvan kemoterapi, HSP70’in meme
kanserinde makrofajlarin pro-tiimorijenik etkisinde onemini ortaya koymaktadir.
Makrofaj infiltrasyonunun yalnizca adjuvan kemoterapi alan hastalarda kotii
prognostik faktor oldugu gosterilmistir. Bu nedenle hiicre dist HSP70/makrofaj ekseni
tarafindan tetiklenen degistirilmis TME’nin meme kanserinde kemoterapiye direnci
indiikledigi diistiniilmektedir (Yamaguchi-Tanaka ve ark., 2023). Bu ¢alismada timér
mikro c¢evresi ve makrofajlar incelenmemis olmakla beraber HSP70’in timor

dokusunda iyilestirici etkileri gdzlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda meme kanseri hiicre ortamindaki HSP70’in ko-saperon
gorevi gorebildigi ve HSP90a ile kompleks olusturdugu gosterilmistir. Bu hiicre dis1
kompleks, HSP90a’nin matriks metalloproteinaz 2 (MMP-2)'ye baglanmasini arttirir,
bu da karsiliginda MMP-2’yi aktive eder ve ardindan meme kanseri hiicre gogiinii ve

invazyonunu arttirir (Vostakolaei ve ark., 2021).

Kanser gelisimi ve bagisiklik sistemi arasinda bir etkilesim oldugu
bilinmektedir. HSP70’in de tiimo6r immunitesi {izerinde bazi etkileri ortaya ¢ikmasina
ragmen bu etkilesimdeki rolii ile timdr mikrogevresi ve bagisiklig iizerindeki etkileri
henliz tam olarak aydinlatilamamistir. Bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesinde
HSP70’in bagisiklik baskilayici ve aktive edici olmak tizere ikili roliiniin biiyiik 6l¢iide
bu molekiiliin etkisini uyguladigi bagisiklik hiicresinin tipine bagli oldugu
bilinmektedir. HSP70'in APC’lerle etkilesimi, NF-kB’nin aktivasyonu yoluyla TNF-
a, IL-1B, IL-6 ve IL-12 gibi inflamatuar sitokinlerin uyarilmasina yol agmaktadir.
HSP70'in immunojenik dogasinin, timorlerden tiiretilen antijenik peptitleri (TKD)
baglama yeteneginden geldigi bilinmektedir. HSP’ler, NK hiicrelerinin hiicre
proliferasyonunu ve tiimor hiicrelerine karsi sitolitik aktivitesini indiikler ve boylece

sitotoksik T hiicresi yanitin1 uyararak tiimor biiyiimesini inhibe etmektedir. Bunun
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yanisira HSP70 yiiklii eksozomlar, MDSC’leri aktive ederek IL-6 ve vaskiiler
endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF) salgilanmasini arttirarak tiimor bilyiimesini
desteklemektedir. HSP70 tiimor hiicrelerinin yiizeyinde yiiksek diizeyde eksprese
edilmektedir. Membranda ve kanser hiicresinin disinda agiga ¢ikan HSP70’in hem
dogal hem de kazanmilmis bagisiklik tepkilerini uyardigi bilinmektedir. HSP70-
membran pozitif timor hiicrelerinden eksozomlar yoluyla aktif olarak HSP70’in
salgilanmasi, NK hiicrelerinin uyarilmasina, IFN- y iiretiminin artmasina ve DC’lerin
olgunlasmasina yol agmaktadir (Vostakolaei ve ark., 2021). Bu calismada damar
gelisimi acisindan CD31 ekspresyonlar1 incelenmis ve tedavi veya proflaksi

uygulamalarinin ekspresyonlar1 azalttigi dikkati ¢ekmistir.

HSP70’in bagisiklik baskilayici/aktive edici olarak hareket edebilecegi
bildirilmektedir. e-HSP70’in roliinlin de agiklanmasi gerekmektedir (Secli ve ark.,
2021). e-HSP70’in uyardig1 bagisiklik hiicresinin tipine bagli olarak bagisiklik yanitin
diizenlenmesinde iki yonlil islevi oldugu bilinmektedir (Kumari ve Choi, 2022). Bu
protein NK hiicrelerini uyardiginda hiicre proliferasyonu ve IFN-9 {liretimini arttirir.
Tiim bunlara ilaveten e-HSP70 ayrica insan monositlerinin yiizeyine de baglanir, hiicre
i¢i kalsiyum akisina yol acar, NF-kB yolaginin aktivasyonunu saglar, boylelikle IL-
1B, TNF-a ve IL-6 iiretimini NF-kB yolu lizerinden arttirir (Annaratone ve ark., 2020;
Fico ve Santamaria-Martinez, 2020). Bu nedenle, gelecekteki tiimor tedavi kesiflerinin
HSP70’in hiicre dis1 formunu hedefleyen bagisiklik sisteminin bilesenleri iizerinden

olacag diisiiniilmektedir.

HSP70’in ¢ok islevli rolii, HSP40 ve HSP90 gibi yardimci saperonlar ile olan
is birligi yoluyla belirlenir. Apoptozu, yaslanmayi, bagisiklik tepkilerini baskilama ve
anjiyogenez ile metastazi tesvik etme yetenegi, onu kanser karsiti tedaviler i¢in ilgi
cekici bir hedef haline getirmektedir. HSP70’1 hedef alan inhibitorleri gelistirme
cabalar1 umut vericidir, ancak HSP70’in hiicre membrani, eksozomlar vb. gibi birden
cok yerde bulunan ekspresyonu ve farkli izoformlarin varlig:r dikkate alindiginda
bunun klinik uygulamaya aktarilmasi ile ilgili bilgiler ¢ok azdir. HSP70’in kanserdeki
islevlerinin aydinlatilmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen hala

aragtirilmasi gereken ¢ok fazla noktanin oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, HSP40’1n
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kanserde yiiksek diizeyde ekspresyonu ve bunun HSP70 ile siki iliskisi gbz Oniine
alindiginda, farkli HSP40 ailesi {iiyelerinin kanserde oynadigi roller heniiz
tanimlanmamigtir.  HSP70’in  farkli molekiiler fonksiyonlarmin klinik deneme
sonuglartyla iligskilendirilmesi sonrasinda yapilacak ¢alismalarin ilerlemesine ve klinik
kullanimina yonelik 6nemli veriler elde edilmesine olanak saglayacaktir. Kanser
belirteclerindeki HSP70 fonksiyonlarinin daha net aydinlatilmasi, etkili bir HSP70

bazl1 anti-kanser tedavisinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Immunizasyon ya da asilamalar yoluyla bagisikhigin arttirilmasi baslica
enfeksiyon hastaliklarini 6nlemeyi amaglayan bir yontemdir. Bu yontem 20. yiizyilin
en 6nemli medikal ilerlemelerinden biri olarak kabul edilir. Asilamalar sadece bir
hastalig1 onlemenin 6tesinde tedavi edici amagclarla da kullanilir. Bir¢ok enfeksiyonu
tedavi etmek ic¢in tasarlanan asilarin, tiimor i¢i uygulamalariyla ilgili klinik
denemelerde umut verici sonuglar alinmistir. Tiimorleriasilarla tedavi etme fikri,
yirminci yiizyilin baslarinda oldiiriilmiis Streptococcus ve Serratia’larin dogrudan
tiimor dokularinin i¢ine enjeksiyonu ve bunun ardindan da tiiberkiiloz agisinin benzer
sekilde kullanilmasi ile baglamistir. Bu ¢calismalar 21. yiizyilda daha da artmis, 6zelikle
biiyiik ttimor kitlelerinin regresyonunu saglayan ve hayatta kalim siiresini uzatan bazi
yeni as1 ¢aligmalar1 yapilmistir. Ancak bu klinik denemelerin siirli sayida olmamasi
ve sonuglariin degerlendirilmesinde net verilerin elde edilememesi gelismelerin
hizin1 kesmistir. Genel olarak diisiiniildiigiinde kanser tedavileri olduk¢a uzun siireler
gerektiren ve hastaya ¢ok 6nemli yan etkileri olan uygulamalardir. Bu durumda
hastaya zarar1 ¢ok daha az olan immunoterapilerin ¢alismalarinda yiiz giildiiriicii
preklinik veriler alinmaktadir (Lin ve ark., 2022). Bu tez c¢alismasi, HSP70’1n
rekombinant olarak iiretilmis indiiklenmis formu ile immunizasyon olusturularak 4T1
liclii negatif fare tiimor hiicreleri ile indiiklenen meme kanser modelinde immun
sistemin aktive edilerek bu proteini taniyacagi ve daha giiglii bir immun reaksiyon

verecegi fikriyle kurgulanmistir.

HSP’ler kanser gelisimi ve tedavisinde siklikla kullanilan radyoterapi,
kemoterapi ve immunoterapi gibi yontemlere diren¢ saglayan proteinler olarak

bilinirler. Bu sebeple son yilllarda onkoloji alaninda HSP inhibisyonlar: ile ilgili
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tedaviler dikkati ¢cekmektedir. Bu amagla tiimor tedavilerinde HSP’leri hedefleyen
asilama seklinde ve immun sistemi aktive eden ya da HSP’lerin inhibisyonunu igeren
ila¢ tedavileri denenmektedir. Gliniimiizde tiimoOr tedavilerinin altin standartlar
arasinda sayilan kemoterapi ve radyoterapi gibi antikanser tedaviler onemli yan
etkilere sahiptir ve bu etkileri azaltmak i¢in adjuvan terapiler diistiniilmektedir.
HSP’lerin inhibisyonunu hedefleyen az sayida onaylanmis antikanser ilag
bulunmaktadir. Bunlara en giizel 6rnek bir HSP70 ekspresyon inhibitorii olan ve
bobrek, karaciger ve tiroid kanserleri gibi kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in onaylanan
sorafenibtir. Sorafenib 06zellikle solid ozellikteki tiimorlerde kullanilmak iizere
onaylanmistir. Sorafenib hiicrelerde tirozin kinazi inhibe ederek ve hiicrede apoptozisi
tetikleyerek etkisini gosterir. Bu ilacin ayn1 zamanda HSP70’in gen ekspresyonunu da
inhibe ettig1 tespit edilmistir (Llovet ve ark., 2008). Bu sebeple bu c¢alismada
indiiklenmis tiimor tedavisinde immunizasyon i¢in HSP70 se¢ilmis ve umut verici

sonugclar elde edilmistir.

HSP70’in islevini diizenleyen bircok kanser ilact adaymin preklinik
laboratuvar ¢aligsmalar1 yapilmis ve bazilarinin klinik denemeleri de tamamlanmis
ancak gilinlimiize kadar onaylanmig genel bir HSP inhibitdrii piyasaya sunulamamistir.
Tiim bu sebeplerden dolay1 HSP ile ilgili veya HSP’leri dogrudan hedefleyen ilag veya
tedavi yontemleri 6nemli bir sekilde degerlendirilmektedir. Bugiine kadar HSP’lerle
ilgili gelistirmis ilaclar genel olarak hiicresel veya humoral bagisiklik sistemini
uyarma seklinde etkilerini gosterirler (Yun ve ark., 2019). HSP70 hiicrelerde, tiim
protein igeriginin yaklasik %5-10’unu olusturur ve proteostazi devam ettirmek
amaciyla bir ag gibi ¢alisirlar. Normal dis1 asirt durumlarda, strese cevap olarak ilk
once HSF’ler (heat shock faktor) aktive olur ve bu HSF’ler stres yanitini en aza
indirmek i¢in asir1 miktarda HSP70 olusumunu uyarirlar. Substrat protein katlama
islevlerine ilave olarak hiicre i¢i iletimi, hiicre dongiisiinii ve apoptotik aktiviteyi
diizenlemedede ciddi gorevler alirlar. Bu nedenle, HSP’lerin asir1 reaksiyonlar1 kanser
olusumunu tetikler (Hu ve ark., 2020; Hu ve ark., 2022). Calismanin kurgulanmasi
sirasinda HSP70’in segilmesine tiim bu verilerin degerlendirilmesi sonucunda karar
verilmigtir. Caligmanin sonuglart HSP70’in meme kanserinde Onemli iyilestirici

etkileri bulundugunu gostermistir.
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HSP’ler ile bunlarin tiimorlerdeki etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalardan
celiskili sonuglar elde edilmesinin temel nedeninin HSP’lerin formlarindan ileri
geldigi bildirilmektedir. HSP’ler canli organizma tiirleri arasinda biiyiik oranda
korunmus proteinler olarak bilinirler. Birgok canlida yapisal olarak benzer ancak islev
olarak farkli HSP’ler bulunmaktadir. Hatta bir hiicrenin degisik organel veya
boliimlerinde (6r. sitozol, mitokondri, endoplazmik retikulum) bile farkli formlarda
bulunabilmektedirler. Hiicrede baz1 HSP’ler siirekli (constitutive) izoformlar olarak
bazilar ise indiiklenebilir (indiiktif) izoformlar seklinde bulunur (Tutar ve ark., 2010).
Canlilarda hiicreler siirekli degisen kosullara maruz kalirlar. Hiicrelerin canliliklarini
stirdiirebilmesi  ve  biitlinligiinii  koruyabilmesi i¢in hiicresel proteinlerin
homeostazlarinin korunmasi gereklidir. Ciinkii, stres altindaki hiicrelerde proteinler
yanlis katlanabilir ve agrege olabilirler. Hiicrelerin onemli bilesenleri olan protein
yapilarda bozulmalarin sebep oldugu durumlar ¢ok cesitli hasar ve hastaliklara yol
acabilmektedir. Hem prokaryot hem de Okaryotlardaki korunmus HSP’ler
proteostazlari igeren biiyiik bir protein ailesine aittir. Bu nedenle, yeni sentezlenen
proteinlerin katlanmalari, yari-kararli proteinlerin yeniden katlanmasi, yanlis
katlanmig proteinlerin parcalanmasi, protein agregatlarinin ¢oziilmesi, membran
boyunca protein translokasyonu, hiicre iskeletinin korunmasi, yeniden
yapilandirilmast ve immun sistem dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicre fonksiyonunda
gorev alirlar (Tutar ve ark., 2014). HSP ifadesi; ilaglar, sicaklik, enfeksiyonlar, ates,
yangisal reaksiyonlar, kanserler, iskemi, oksidatif stres, biliylime faktorleri veya
hormonlar nedeniyle indiiklenir ve bu durum hiicrelerde indiiklenmis HSP’lerin
ekspresyonlarinin artmasina sebep olur. Bu nedenle, ¢ok sayida hastaligin HSP’lerle
iliskili oldugu bilienmektedir ve bu nedenlerle HSP’ler hem tedavi hem de
immunizasyon i¢in hedef proteinlerdir (Tutar ve ark., 2022). Bu ¢alismada HSP70’in
indiiktif formu immunizasyon amaciyla kullanilmig ve tiimor hiicrelerindeki

proliferasyonlarin belirgin sekilde azaldigi saptanmustir.

HSP proteinleri benzer sekilde ¢ok sayida tiirde korunmustur ve degisik
HSP’ler kosaperonlarla etkilesime girerek farkli fonksiyonlar1 olusturabilir. Deneysel
calismalar, farkli tiirlerde HSP’lerin siirekli ve indiiklenebilir formlar1 ile {iinite

degisimleri yapildiginda bu izoformlarin degisik proteinler ile etkilesime
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girebilecegini gostermistir (Tutar ve ark., 2006). Bu ¢alismada 4T1 iiclii negatif fare
meme tiimorii hiicreleriyle deneysel olarak olusturulan meme kanseri modelinde
HSP70 immunizasyonu ile hem proflaktik hem de terapotik amaglarla kullanim
acgisindan 6nemli sonuglar alinmistir. Calismanin sonuglart muhtemelen insanlarda da

bu uygulamalarin 6nemli iyilestirici etkilerinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismalar HSP’lerle bunlarin antikorlarinin serumdaki diizeylerinin bir¢ok
kanserde c¢ok fazla artis gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu sebeple HSP’ler
kanserlerin tiplerinin ve devreleri ile malignitelerinin degerlendirilmesinde miikkemmel
biyobelirtegler olarak degerlendirilmektedir. HSP’lerin, kanser hiicrelerinin
proliferasyon, farklilagsma, invazyon ve metastaz olaylarina dogrudan katilabildikleri
bilinmektedir (Calderwood ve ark., 2006; Calderwood ve ark., 2010). Bu ¢alismanin
sonuglart HSP70’in hem tiimor gelisimininin engellenmesinde hem de tiimorlerde
terapotik etkinligin degerlendirilmesiyle bu proteinin bundan sonra yapilacak

caligmalar i¢in 6nemli bir hedef olabilecegini gostermistir.

Yapilan caligmalarda tiimorlii hastalardan alinan tiimér dokularindan
proteinlerin ayrilmasi ve bu proteinlerin tekrar hastalara uygulanmasi suretiyle immun
sistemin bu proteinleri tanimasi ve reaksiyon vermesi sonucunda tiimorlerde gerileme
elde edilmesiyla ilgili yaklasimlar gelistirilmektedir. HSP’ler bu konuda kullanilan en
onemli proteinlerdir. HSP temelli asilar genellikle kanserli hastalarin rezeke edilmis
kendi tiimorlerinden elde edilmistir. Bu hastaya 6zel olarak hazirlanan asilarin ¢ok
onemli avantajlar1 vardir. Bunlardan en O6nemlisi bu asilar kanserdeki peptitlerinin
biiylik bir kismini igerirler. Boyle asilama metotlar1, ¢ok yararli olmakla birlikte,
bir¢ok dezavantaji da mevcuttur. Bu asilar i¢inde en ¢ok bilinen vitespen isimli asidir.
Bu as1 ile yapilan caligmalar vitespen benzeri otolog asilarda minimum 4 enjeksiyon
yapilmast gerektigini gostermistir (Testori ve ark., 2008). Aslinda saflastirilmig
HSP’lerle yapilan otolog asilarin uygulanmasi basit ve avantajl bir yaklagim olmakla
birlikte asinin hazirlanma islemlerinin pahali ve zaman alici olmasi ve en 6nemlisi her
hastada as1 yapmak icin yeterli dokunun bulunamamasi gibi olduk¢a Snemli bazi
dezavantajlar1 da vardir. HSP’lerin uyardig1 savunma hiicreleri, sadece koken aldigi

tiimoral hiicreleri degil, ayrica genotipik yapilar1 farkli ancak birbirine benzer timor
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antijenleri bulunan farkl tlimoral hiicreleri de yok etme yetenegine sahip olabilir. Bu
sebeple, rekombinant olarak iiretilen HSP70’in, rezeke tiimoér dokusunun kisisel asi
tiretimi i¢in yeterli olmadigi klinik olgularda kullanilabilecegi ve etkili olabilecegi
fikriyle bu calisma planlanmistir. Ayrica bu iiretilen asilarin profilaktik amacla
kullanilabilecek birer as1 olabilecegi de diisliniilmektedir. Clinkii bu immunoterapi
uygulamalarinin tiimdr dokusu kiigiik veya az olan ya da bu islem i¢in hi¢ timor 6rnegi
alinamayan hastalar i¢in de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Proflaktik yaklasimlar
0zellikle meme kanserleri agisindan 6nemlidir. Son zamanlarda kadinlarin cogu meme
kanseri bilincinin artmasina bagli olarak yillik kanser taramalarin1 yaptirmaktadirlar
(Mascara ve Constantinou 2021). Bu taramalarin bazilarinda heniiz kanserin erken
evrelerinde olan ya da uyuyan kanser olarak nitelendirilen karsinoma in situ
vakalarinda da bu uygulamalarin etkili sonuglar verebilecegi ve bazi olgularda cerrahi
uygulamaya gerek kalmadan kiiclik kitlelerin immun sistem aktivasyonu ile yok

edilebilecegi fikri olusmaktadir.

Deney modeli olarak memeli hayvanlar arasinda kemirgenler, 6zellikle fare ve
siganlar, anatomik, fizyolojik ve genetik acidan insanlara benzerlikleri nedeniyle
yaygin olarak kullanilmaktadir (Zeng ve ark., 2020). Deneysel yolla olusturulan
hayvan modellerinden 4T1 hiicre hatti, meme kanseri arastirmalarinda BALB/c
farelerde en ¢ok kullanilan TNBC hiicre modellerinden biridir (Moore ve ark., 2022).
4T1 hiicre hattt meme tiimorii modeli bir allogreft transplantasyon modelidir (Moore
ve ark., 2022; Zhou ve ark., 2023). 4T1 hiicre hattinin spesifik 6zellikleri arasinda
epitelyal fenotip, giiclii invazivlik ve yiiksek metastatik potansiyel yer almaktadir. ER,
PR ve HER2 ekspresyonlar1 bakimindan negatiftir. 4T1 hiicre hatti, ¢cok zayif
immunojeniteye ve ¢ok diisiilk oranda tiimore sizan bagisiklik hiicrelerine sahiptir.
Tim bu 6zellikler de 4T1 hiicre hatti modelini insan TNBC i¢in uygun bir deneysel
model haline getirmektedir (Moore ve ark., 2022; Zhou ve ark., 2023). 4T1 meme
tiimorii modeli, 6zellikle hem primer tiimorleri hem de metastazi olan hastalar igin
anti-kanser tedavilerinin test edilmesi ve dogrulanmasi agisindan oldukg¢a onemlidir.
Bu modeller, TNBC timér gelisimi mekanizmasi ve tedavi etkinliklerinin
degerlendirilmesinde kisa siirede 6nemli veriler saglar (Zhou ve ark., 2023). Bu tez

calismasinda da meme tiimorii fare modeli olarak 4T1 hiicre hatt1 kullanilarak kanser
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progresyonunu anlamada ve tedaviye yonelik strateji gelistirmede 6nemli bir katki

saglanmustir.

Timoriin proliferasyon potansiyelini belirleyen biyobelirtecler arasinda hiicre
dongiisiinii diizenleyerek timor gelisimini etkileyen Ki-67 ve PCNA yer almaktadir.
Tilimdriin proliferasyon potansiyelinin tahmini, timor malignitesini ve lokal veya uzak
metastaz egilimini belirlemek icin prognostik belirteclerdir. Ki-67, hiicre dongiisii
ilerlemesi ve kisa yar1 0miir ile birlikte, timdr hiicresi bliylimesini degerlendirmek i¢in
onemli ve etkili bir biyobelirtectir. Ki-67, meme kanserinde bagimsiz bir 6ngoriicii ve
prognoz faktorii olarak dogrulanmistir (Tarighati ve ark., 2023). Ki-67 ekspresyonu,
biiylik timér boyutu, meme bezinde inflamasyon ve {lilserasyon, ¢evre dokulara
invazyon ve lenf diiglimlerine metastaz gibi klinik ve histopatolojik 6zellikleri kotii
olan tiimorlerde en yiiksektir (Jabbarzadeh ve ark., 2021). Yapilan ¢alismalarda, IHC
boyama yontemi ile meme tiimdriinde Ki-67'nin seviyeleri belirlenmis ve iyi huylu
meme tiimdrlerinde malign olanlara gére Onemli Olciide daha diisiik ekspresyon
sergiledigi ve yiiksek metastaz degeri, kotii prognoz ve kotii sagkalim ile pozitif
korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Jabbarzadeh ve ark., 2021; Mohamed ve ark.,
2020; Soares ve ark., 2022). Ayrica, ¢alismalarda, Ki-67 ifadesi ile meme yogunlugu
ve prekanserdz lezyonlar arasinda pozitif korelasyonlar da tanimlanmistir (Harvey ve
ark., 2008; Zhou ve ark., 2009). Baska bir ¢alisma, lenf diiglimlerine metastazlarda
Olciilen Ki-67nin ekspresyon seviyesinin, tiimor dokusundaki ekspresyonu ile pozitif

bir korelasyona sahip oldugunu gostermistir (Zhou ve ark., 2009).

DCIS’de tiimorlerin yaklagik %40°1inda Ki-67 ekspresyonunda artis vardir. Ki-
67 ekspresyonundaki artis daha ileri evre lezyonlar, nekroz ve daha az invazivlik ile
iliskilidir. Bu nedenle, Ki-67, DCIS’de niiksiin O6nemli bir Ongoriiclisii gibi
goriinmektedir (Smolarz ve ark., 2022; Tarighati ve ark., 2023). Pan ve arkadaslar
(2017) calismalarinda, p53 ve Ki-67 proteinlerinin immunohistokimyasal olarak
degerlendirilmesinin, prognozu ve agresif yapisi nedeniyle TNBC’yi farkli alt gruplara
ayirabilecegini belirtmislerdir. Yiiksek p53 veya Ki-67’ye sahip veya ailede kanser
Oykiisii olan TNBC hastalar1, daha kotii bir prognoz sahiptir (Pan ve ark., 2017). Meme

kanseri i¢in uygun tedaviyi belirlemede proliferatif belirteglerin, 6zellikle Ki-67 nin
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kullanilmast 6nerilmektedir (Tarighati ve ark., 2023; Yerushalmi ve ark., 2010). Bu
calismada Ki-67’nin IHC skorlar1 degerlendirildiginde, 4T1 tiimor grubunda siddetli
ekspresyon goriiliirken, 0,5 pg ve 1 ug HSP70 proflaksi ile 0,5 pg ve 1 ug HSP70
tedavi gruplarinda azalmis ekspresyon dikkati ¢ekmis ve bu bulgu literatiir ile uyum

gostermistir.

Tiimor dokusunun biiylimesi ve metastazinda, anjiyogenezin kritik rolii
bilinmektedir. Tiimor anjiyogenezisi, onceden var olan damarlardan yeni kan damari
olusumunu destekleyen bir siirectir. Yeni kan damarlarinin filizlenmesi, timor
hiicrelerine yalnizca besin ve oksijen saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda tiimor hiicresi
yayllmasina ve distal metastaz olusturmasina yardimci olan bir yol olusturur.
Anjiyogenezin diizenlenmesi yalnizca tiimor hiicreleri araciligiyla degil, ayn1 zamanda
tiimor hiicreleri ve TME arasindaki etkilesimler aracilifiyla da diizenlenir (Shiau ve
ark., 2021). Tiimor dokusundaki anjiyogenezi degerlendirmek i¢in IHC analizlerinde
siklikla CD-31, VEGF ve bFGF belirtegleri kullanilir. Bu belirteclerin
ekspresyonlarmin, tiimdr hacminin 100 mm?'den az oldugu erken dénemde artmaya
basladig1 dikkati gcekmistir. Ayrica, CD-31’in IHC sonuglari, erken asamada artan, ileri
asamada keskin bir sekilde yiikselen ve daha sonra orta derecede ylikselen VEGF’ye
kiyasla ekspresyonunun tutarli bir formda yiikseldigi gosterilmistir (Koni ve ark.,
2022). Bu calismada neovaskiilarizasyon degerlendirilmesinde CD31 kullanilmis ve

proflaksik veya terapotik uygulamalarin bu ekspresyonlari azlttigini géstermistir.

Yapilan calismada, insan meme karsinomlarinda CD-31 ekspresyonunun
artmasi, azalmig sag kalim orani ile iliskilendirilmistir (Debnath ve Lilly, 2021). Bir
baska c¢alismada, CD-31’in IHC boyamasinda, TNBC hastalarinin mikrodamar
yogunlugunun TNBC olmayan hastalara kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Zhang ve ark., 2020). Li ve ark., (2024), timor gelisimi ve proliferasyonunda olduk¢a
Oonemli olan anjiyogenezin roliinii dogrulamak i¢in VEGF-A ile birlikte CD-31

ekspresyonunun IHC boyama yontemi ile degerlendirilmesinin 6nemini vurgulamistir.

Malekian ve ark., (2020) yaptiklar1 calisma ile CD-31 ve bFGF gibi

anjiyogenez faktorlerinin timdriin ¢ok erken evresinde ekspresyon sergilemeye
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basladigin1 ve daha ileri evrelerinde ise arttigini bildirmislerdir. Bu da anjiyogenezin

TNBC’nin ¢ok erken evrelerinde basladigini diisiindiirmektedir.

Genetik olarak modifiye edilmis bir meme tiimorii modeli ¢alismasinda, daha
fazla vaskiilarizasyon ve mikrovaskiiler yap1 olusumu gosteren tiimér grubunun CD-
31 ekspresyonunda artig tespit edilmistir. Ayrica, tiimor grubunda, kontrol grubuna
kiyasla, proliferasyon belirteci Ki-67’yi eksprese eden hiicrelerin oraninin da daha
ylksek oldugu dikkati ¢ekmistir. CD-31 ve Ki-67 i¢in IHC sonuglar1 ayrica tedavi
grubundaki tliimorlerin vaskiilarizasyon ve proliferasyon derecesinin azaldigini

gostermistir (Hsu ve ark., 2021).

Bu ¢alismada tiimor dokulart i¢cindeki mikrovaskiiler olusumu degerlendirmek
icin CD-31 immunohistokimyasal skoru kullanildi. CD-31’in IHC skorlar
degerlendirildiginde, 4T1 tiimor grubunda belirgin ekspresyonlar gozlenirken, 0,5 pg
ve 1 ng HSP70 proflaksi ile 0,5 ug ve 1 pg HSP70 tedavi gruplarinda azalmis
ekspresyonlar dikkati ¢ekti. Sonuglar, 4T1 tiimor hiicrelerinin onkolojide de en bilinen

anjiyogenez faktorlerinden CD-31’1 belirgin sekilde ekspre ettigini gosterdi.

PCNA ekspresyon diizeyi siklikla meme kanseri vakalarinda prognostik
biyobelirteg olarak degerlendirilir (Kandefer-Gola ve ark., 2016). IHC boyamasinda
PCNA ekspresyonu ayrica tiimor boyutu, tiimor histolojik tipi, farklilasma derecesi,
niikleer derece, mitotik indeks, histolojik malignite derecesi ve lenf nodu metastazi ile
pozitif bir korelasyona sahiptir (Bedeer ve ark., 2020). Ek olarak, Ki-67’ye benzer
sekilde, daha fazla malignite gosteren, biiyiik tiimor boyutuna sahip, deri iilserasyonlu,
histolojik evre II/III ve bolgesel lenf nodu metastazi bulunan tiimdrlerde ekspresyon

daha fazladir (Tarighati ve ark., 2023).

Bununla birlikte, PCNA ekspresyonunun, DNA sentezini indiiklemeden
sitokinler tarafindan uyarilabilecegive ayrica PCNA’nin DNA onarimi ile iligkisine
bagli olabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle, ekspresyonu hiicre dongiisii ile sinirl
oldugundan, PCNA’nin ekspresyonunun diger biyobelirteclerle, 6zellikle Ki-67 ile

kombinasyon halinde degerlendirilmesi Onerilir. PCNA’nin bir belirte¢ olarak
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dezavantaji, proliferasyona 6zgili olmamasi ve ayni zamanda DNA onariminda da yer

almasidir (Cardano ve ark., 2020).

Bir ¢alismada, PCNA ekspresyonunun analizi neoplastik olmayan, komsu
dokularda da dogrulanmistir, bu da histolojik olarak dogrulanmis olan erken
mikrometastazlarin ve daha yiiksek timor agresifliginin varligimi diislindiiriir. Bu
nedenle, PCNA’nin yiiksek ekspresyonu, kotii prognoz ve azalmis sagkalim ile

iliskilidir (Bedeer ve ark., 2020).

Bu tez calismasinda, 4T1 tiimor grubunda PCNA’nin siddetli ekspresyon
sergilemesine karsin, 0,5 pg HSP70 proflaksi grubunda belirgin ve 1 pg HSP70
proflaksi ile 0,5 pg ve 1 pg HSP70 tedavi gruplarinda ise azalmis ekspresyon
sergiledigi dikkati ¢ekti.

HSP70 ailesinin bazi iiyeleri kanser hiicrelerinde bol miktarda bulunmaktadir.
HSP70’in kanser gelisimdeki daha once bahsedilen tiimor bagisikligi, apoptoz,
metastaz ile ilgili rollerinden dolay1 tiimdriin hayatta kalmas1 ve biiytimesi HSP70
ekspresyonuyla siki bir sekilde iliskilendirir. HSP 70’in farkli tipte meme kanseri
hiicrelerinde agir1 ifade edildigi bildirilmistir. Bu ifadelere siklikla artmis hiicre
cogalmasi, lenf nodu metastazi, kemoterapiye zayif yanit ve zayif sag kalim eslik eder
(Roudbari ve ark., 2023). Bir c¢alismada, 4T1 ve MDA-MB-231 gibi TNBC
modellerinde HSP70’in membran ekspresyon skoru degerlendirilmis ve oldukca
agresif her iki tiimor hiicre tipinde de giiclii bir HSP70 ekspresyonu oldugu
bildirilmistir. Cok sayida c¢alisma, HSP70 seviyesindeki degisikliklerin c¢esitli
kanserlerle iligkili oldugunu, dolayisiyla bu proteinin yeni bir potansiyel kanser
biyobelirteci olabilecegini gostermistir (Roudbari ve ark., 2023; Vostakolaei ve ark.,
2021). HSP70’in asir1 ekspresyonu metastazi giiclii bir sekilde tesvik eder. HSP70’in
onkogenezde yer alan sinyal yollarinin 6nlenmesindeki yetenegi nedeniyle, bunun
inhibisyonu meme kanseri tedavisinde biiyiik bir potansiyele sahiptir (Roudbari ve

ark., 2023).
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Bu tez calismasinda, 4T1 tiimoér grubunda HSP70 belirgin ekspresyon
sergilerken, 0,5 pg ve 1 pg HSP70 proflaksi ile 0,5 pg ve 1 pg HSP70 tedavi
gruplarinda azalmis ekspresyon sergiledigi gozlendi. Buna gore HSP70 ile
immunizasyonun meme tiimorlerinin gelisim ve malignitesi tlizerinde énemli 6l¢iide

tyilestirici etkisi oldugu gozlenmistir.

Son yillarda, HSP tabanli immunoloji alaninda bir¢ok onemli ilerleme
kaydedilmistir. Ornegin, Li ve arkadaslar1 (2014), HSP27 ve HSP90’1n genellikle
miyelom hiicrelerinde asir1 eksprese edildigini ve dogal olarak MHC I molekiilleri
baglaminda eksprese edildigini gosterdi. Ilging bir sekilde, HSP27 ve HSP90’a 6zgii
peptitleri hedef alan sitotoksik T lenfositleri, miyelom ksenograft fare modelinde
timor bliylimesini O6nemli Olgiide azaltmistir ve bu da HSP’lerin miyelom
immunoterapisi i¢in yeni tiimor antijenleri olabilecegini dogrulamistir (Li ve ark.,
2014). Benzer sekilde, HSP70 genellikle kanser hiicrelerinde giiclii ekprese edilir ve
membran HSP70 (m-HSP70) fenotipi, artan invazyon, metastaz ve hiicre 6liimiine
kars1 direng ile karakterize edilen oldukca agresif kanserlerle iligkilendirilmistir. Son
zamanlarda yapilan bir aragtirma, T hiicreleri yerine NK hiicrelerinin m-HSP70 pozitif
kanser hiicrelerini 6ldiirebilecegini ortaya koymustur (Bashiri Dezfouli ve ark., 2022).
Ayrica, Shevtsov ve ark., (2019) NK hiicrelerinin dogal olarak olusan HSP70 peptidi
ve tlimorlerin klinik Oncesi modellerinde IL-2 tarafindan aktive edildiginde, NK
hiicrelerinin akciger kanseri ve glioblastoma ile savagma yeteneginin arttigini

gostermistir (Shevtsov ve ark., 2019).

Kanser tedavisi i¢in antijen-spesifik aktif immunoterapilere ek olarak,
HSP’lere dayali bir¢cok as1 da gelistirilmistir. HSP’ler, glioblastoma, melanom,
kolorektal ve pankreas kanserleri dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli kanserlerde bagisikligi
uyarmak i¢in kullanilmistir ve klinik sonuglar cesaret vericidir. HSP’ler, tlimorle
iligkili antijenleri etkili bir sekilde yakalamak ve kararli HSP-antijen kompleksleri
olusturmak i¢in benzersiz mikro alanlarini kullanabilirler. Bir bagisiklik uyaricisi
olarak mekanizmasina iliskin ¢alismalara dayanarak, HSP agilamasinin, antitimor
bagisiklik tepkilerini artirma avantajina sahip etkili bir strateji  oldugu

varsayllmaktadir. Ornegin, HSP’lerden esinlenerek kendi kendini birlestiren bir
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nanochaperone (nChap), yeni bir nano as1 olarak gelistirilmistir ve etkili bir kanser
immiinoterapisine donlismesi beklenmektedir. Birka¢ ¢alisma, otolog HSP tabanl
antitimor as1 komplekslerinin kanser hastalarinin bagisiklik tepkisinde potansiyelini
bildirmistir. Bir ¢alismada, faz I ve II klinik denemeleri, tekrarlayan glioblastoma
hastalarinda HSP peptit kompleksi-96 asisinin etkinligini incelenmistir. Benzer
sekilde, degisik caligmalar tiimor spesifik HSP90’dan {iretilen otolog bir kanser asisi
olan Vitespen'in melanom ve bobrek kanserinde faz I11 klinik ¢caligmalarda iimit verici
sonuglar gosterdigini ortaya koymustur (Bloch ve ark., 2014; Testori ve ark., 2008;
Wood ve ark., 2008; Yang ve ark., 2021).

HSP molekiilleri, kanser veya bulasici hastaliklara kars1 antijen veya adjuvan
olarak DNA tabanli asilarin i¢inde de kullanilmistir. Ornegin, HerpV, rekombinant
insan HSP70 proteini ile kovalent olmayan bir sekilde komplekslenmis 32 sentetik
HSV-2 peptidi iceren bir asidir ve giivenligi ve iyi toleransi dogrulanmistir (Choi ve
ark., 2011). Bu, HSV-2 antijenlerine kars1t CD4+ ve CD8+ T hiicresi bagisiklik
tepkilerini 6nemli 6l¢iide ortaya ¢ikaran ilk HSP tabanli asidir. Ayrica, Choi ve ark.,
(2011) antijen sunumunu ve tiimor baskilayici etkinligi artirmak i¢in insan HSP70
genine kaynastirilmis Mucl genini (ATM) kodlayan bir kimerik Mucin 1 (Mucl) asis1
tasarlamislardir. Kimerik Mucl asisiyla agilanan farelerin antijen-spesifik lenfosit
cogalmasmi ve sitotoksik tepkileri etkili bir sekilde indiikleyebildigi
gozlemlemislerdir. Ozellikle, C57BL/6 farelerinde insan Mucl’i ifade eden B16
melanom hiicrelerinin biiylimesi Mucl-HSP70 kimerik DNA asis1 tarafindan énemli
Olciide engelledigi bildirilmistir (Wald ve ark., 2011; Choi ve ark., 2011). Ek olarak,
HSP tabanli immunoterapinin diger antikanser tedavileriyle birlestirilmesinin
antikanser etkilerini arttirmak i¢in umut verici bir yaklagim oldugu da dogrulanmustir.
Ornegin, Rao ve arkadaslari, 17-DMAG’m (HSP90 inhibitdrii), HSP90 istemci
proteini EphA2’yi hedef alan asilarda bir bagisiklik adjuvani oldugunu, timor mikro
cevresini yeniden sekillendirebilecegini ve hastalarin bagisiklik tepkilerini
gliclendirebilecegini tespit etmislerdir. 17-DMAG ve HSP90 istemci proteini
EphA2’ye kars1 antikorun kombinasyonu, miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler ve T-

reg hiicreleri gibi bagisiklik baskilayici hiicre popiilasyonlarini 6nemli 6l¢iide azalttigi
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ve ayrica Tip-1T efektor hiicrelerini uyararak CD8 + T hiicrelerinin tiimdr hiicrelerini

tanima yetenegini artirdig: bildirilmistir (Rao ve ark., 2012).

Ayrica, bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerinin HSP tabanli antijen spesifik
immunoterapi ile kombinasyonunun Ozellikle yararli olabilece§i ve T-reg hiicre
yanitlarinin uyarilmasina yol acabilecegi ortaya konmustur (Duraiswamy ve ark.,
2013). Baska bir yaklasimda, rekombinant HSP’ler, fare melanomuna kars1 antikanser
etkileri iiretmek i¢in manyetit katyonik lipozomlar (MCL'ler) kullanilarak
hipertermiyle birlestirilmis ve rekombinant HSP70 proteininin  tiimore
uygulanmasinin, hipertermi ile indiiklenen antitimor bagisikligini giiclendirdigi

bildirilmistir (Ito ve ark., 2004).

Orijinal olarak Tripterygium wilfordii’den izole edilen Triptolid ve suda
¢Oziinlir 6n ilag tiirevi minnelid’in, mikroRNA miR-142-3p’nin 3’e baglanmasini
indiikleyerek pankreas kanseri, ndroblastoma, mezotelyoma, osteosarkom ve kiiciik
hiicreli olmayan akciger karsinomunda HSP70 ekspresyonunu inhibe ettigi ve ayrica
'UTR ve HSP70 mRNA seviyesinin asagi regiilasyonuna neden oldugu gosterilmistir.
Ozellikle minnelid direncli pankreas kanserinin tedavisi i¢in faz II klinik denemesine
girmistir. Quercetin ve demethoxycurcumin’in ayrica sirasiyla meme ve prostat

kanseri hiicrelerinde HSP70'1 inhibe ettigi de gosterilmistir (Nakajima ve ark., 2020).

Kanser hastalarinin tedavisinde daha da erisilebilir hale getirilmek tizere klinik
deneylerin tiim agamalarin1 gegebilecek giivenli ve etkili bir ilacin gelistirilmesinde
bliyiik bir zorluk bulunmaktadir. Bu baglamda, HSP70’in in vitro ve in vivo etkili
oldugu gosterilmistir, ancak HSP70 bazli tedavilerin kanserdeki basarisi yalnizca
bunlarin klinik deneylerde etkinligi ve giivenligi degerlendirilerek dogrulanabilir. Bu
baglamda, HSP70 bazli tedavilerin hastalar arasinda iyi tolere edildiginin gosterilmesi

cesaret vericidir (Kumar ve ark.,2016).

Onkojenik HSP’ler, anormal protein sinyalizasyonu ile iligkili bir¢ok hastalik
icin tan1 ve prognozda potansiyel terapotik hedefler ve klinik biyobelirtegler olarak

kabul edilmistir. Simdiye kadar, HSP’ler ilag kesfi acisindan kapsamli bir sekilde
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arastirilmis olup 6zellikle son yirmi yilda ¢aligmalarda ¢ok ilgi gérmiislerdir. HSP70,
gp96 ve HSP27 dahil olmak iizere HSP’ler, kanser gibi hastaliklar1 tedavi etmek i¢in

asilarda veya oligoniikleotidlerde incelenmektedir.

Bu bilgiler 1s181inda, kanser immunoterapisinde tanimlanan en 6nemli 10
zorluktan biri, timor bagisikliginin baskin faktorlerini belirlemektir. Bu baglamda,
HSP70’in farkli kanser tiirlerinde ve timor immunolojisinde klinik olarak 6nemli
oldugu gosterilmistir, ancak timdr immunitesini yonlendirmedeki roliinii belirlemek

icin daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir (Hu ve ark., 2022; Yang ve ark., 2021).

HSP70 ailesinin bazi iiyelerinin kanser hiicrelerinde bol miktarda bulundugu
ve kotil prognozla iligkili olan apoptozis sinyallemesini azaltarak ve metastazi tesvik
ederek kotii huylu hiicrelere secici avantajlar sagladigi, bdylece onlar1 potansiyel ilag
hedefleri haline getirdigi bilinmektedir. Ornegin, genetik ¢alismalar, HSP70’in timdr
proliferayonu ve metastazinda kritik roller oynadigini ve bunun tiimdr baskilama
yollarinin asag1 diizenlenmesini igerebilecegini giiclii bir sekilde ileri siirmektedir.
HSP70 dahil olmak {izere diger HSP’ler de kanserleri tedavi etmek i¢in asilarda iyi bir
sekilde arastirilmaktadir. HSP70’in kansere bu dogrudan katilimi, tiimoriin hayatta
kalim1 ve biiytimesini HSP70 ekspresyonuyla siki bir sekilde iliskilendirir. HSP70’ler
yalnizca ¢esitli apoptozis indiikleyen yollar1 engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda 6liim
indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) olusumunu da engeller (Vostakolaei ve., 2021).
Dahasi, c¢alismalar HSP70’in lizozomal membranlar1 stabilize ederek tiimor
hiicrelerinin  hiicre Oliimiinden kagmasin1 sagladigin1 gostermistir. Daha ileri
arastirmalar, HSP70 inaktivasyonunun farkli kanser hiicre hatlarinda (6rnegin meme
kanseri) tiimor invazivligini ve metastatik potansiyelini azalttigini ortaya koymustur.
Bu arastirmalar, kanser tedavisi i¢cin HSP70 aktivitesini inhibe etmek amaciyla ilag
gelistirme i¢in yeni ipuclar1 verebilecegini gostermistir (Albakova ve ark.,2020;
Kabakov ve Gabai, 202; Vostakolaei ve ark., 2021). Bizim ¢alismamizin bulgular1 da
onceki caligmalar1 desteklemis ve HSP70’in gerek tiimor gelisimi ve gerekse
malignitesinin  azaltilmasinda hedef belirteclerden biri olabilecegi fikrini

desteklemistir.
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HSP’ler kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edildiginden, son yillarda kanser
kaynakli HSP’lerin immunoterapi i¢in terapdtik hedefler olarak potansiyeli giderek

daha fazla takdir edilmektedir.

Tedavi yaklasimi olarak HSP70 fonksiyonel dongiistinii hedef alan ve adenozin
tirevi HSP70 inhibitorlerinin gelistirilmesine yonelik girisimlerde bulunulmustur.
HSP70’in ADP’ye baghi durumda kalmasi ile anti-kanser ilaclarmin gelecekteki

gelismeleri i¢in umut verici strateji oldugu belirlenmistir (Chatterjee ve Burns, 2017).

Birden fazla HSP70 izoformunu hedefleyebilen ATPase inhibitorlerinin in
vitro ve in vivo etkili oldugu kanitlanmistir. Bu strateji ile birden fazla HSP70
izoformunun asir1 ekspresyonu olan kanser tiirleri hedeflenmistir. Bununla birlikte,
"herkese uyan tek ¢6ziim" yaklasimi, belirli kanser tiiriine dahil olan farkli HSP70
ailesi tiyeleri i¢in ise yaramayabilir; bu gibi durumlarda, gelecekteki gelismeler igin
izoforma Ozgili inhibitorlerin dikkate alinmasi 6nemlidir. Bu nedenle, HSP70
fonksiyonel dongiisiiniin, konformasyonel degisiklikler ve iki alani1 arasindaki
etkilesim, HSP70 oynadig1 kosaperonlarin rolleri ve ayrica HSP70 izoformlarinin
farkli kanser tiirlerindeki rolleri dahil olmak {izere daha iyi anlasilmasi, gelecekteki
etkin tedavi tasarimi i¢in kritik oneme sahiptir (Kumar ve ark., 2016; Nakajima ve ark.,

2020; Alberti ve ark., 2022).

Tiimor kaynaklit HSP70 ile otolog asilama, bagisiklik sistemini aktive eder,
APC’lerin tiimor antijenlerini hiicre yiizeylerine sunmalarina izin verir ve dogrudan
CTL tepkisini uyarir. Boylece kanserli hastalarin hayatta kalma siiresini artirir

(Chatterjee ve Burns, 2017).

Primer tiimoriin gilinlik hacim ve canli agirlik analizi, ila¢ uygulamalarinin
etkinliginin degerlendirilmesinde en sik izlenilen yontemlerden biridir. Bu yontem
tedaviye bagli olarak glinlere gore canli agirlik kaybi ve tiimoral biiylimedeki
degisimlerin izlenme siirecini igerir (Yang ve ark.,2021). Bu tez ¢aligmasinda primer
tiimoriin gilinliik hacim ve canli agirlik analizinde tiimdr implatasyonunun 10-39. giinii

arasinda 4T1-timor grubu ile diger gruplar kiyaslandiginda gruplardaki hayvanlarin
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primer tiimor hacimleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulundu. Ayrica
HSP70’in proflaktik olarak uygulandigi gruplar ile terapdtik olarak uygulandigi

gruplar arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir fark bulundu.

Rekombinant DNA teknolojisi, yeni asilar ve ilaglar gelistirerek saglik
kosullarin1 iyilestirmede hayati bir rol oynamaktadir. Tedavi stratejileri de teshis
kitleri, izleme cihazlar1 ve yeni terapotik yaklasimlar gelistirilerek iyilestirilmektedir.
Rekombinant DNA teknolojisinin patolojide yaygin bir uygulama alanina sahip
oldugu heniiz goriilmemektedir. Ancak, bazi alanlarda belirli kosullarda oynayacagi
yararli rolleri vardir. Ornegin genetik hastaliklar hakkinda kesin tani bilgisi
saglayabilir, gen terapisi gibi terapotik miidahale i¢in firsat olusturabilir. Bir diger rol
i1se, mikroorganizmalarin taze veya tespit edilmis doku orneklerinde daha hassas ve
spesifik olarak tanimlanabilir ve genomlar1 ince ayrintilarla analiz edilebilir olmasidir
ki, boylece birgok hastaligin etiyolojisi, epidemiyolojisi ve patogenezi ile ilgili bilgi
saglanabilir. Ayrica timdr patolojisinde simdiye kadarki ana uygulama alani, diger
tan1 prosediirleri sonugsuz kaldiginda I6semi ve lenfomalarla iligkili tan1 sorunlarini
cozmekteki roliidiir. Solid tliimorlere yonelik tan1 uygulamalart  heniiz
tanimlanmamustir, ancak tiimor olusumuna iliskin 6nemli bilgiler elde edilmistir ve
bunlar nihayetinde prognostik ve terapdtik amaclar igin yararli belirteclerin

gelistirilmesine yol agabilir (Jackwood ve ark., 2008; Vipra ve ark., 2022).

Rekombinant DNA teknolojisi tarafindan bir¢ok alanda hizli bir yaklagim
sunulmakta ve daha uzun etkili terapotik proteinler gelistirilmektedir. Bu baglamda,
aragtirmacilar gen terapisi ve genetik modifikasyon yaklasimlar1 icin vektorler ve
birlesik vektorler ortaya koymaktadir. Ornegin su anda, viral vektdrler klinik
ortamlarda yogun bir sekilde dikkate alinmakta olup bunlardan bazilar
ticarilestirilmistir. Kanser de dahil olmak iizere ciddi hastaliklarin in vivo veya gen
terapisi (ex vivo), asilama ve protein transdiiksiyon yaklasimlar1 yoluyla tedavisi dahil
olmak iizere ¢esitli uygulama alanlar1 vardir (Khan ve ark., 2016; Singh ve ark., 2022;
Vipra ve ark., 2022).
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Klinik denemelerde iyi gelismis rekombinant peptitlerden biri, 450-461
(aa450-461) amino asitlerini iceren HSP70’in C-terminal substrat baglama alanidir ve
14-mer HSP70 peptidi (TKD) olarak adlandirilir. TKD, NK hiicrelerini IL-2 ile ex vivo
olarak uyarmis ve farkli hayvan modellerinde veya klinik hastalarda reinflizyon
sonrast potansiyel antitimor aktivitesi gostermistir. TKD ile tedavi edilen NK
hiicreleri, HSP70'1 yapisal olarak taniyarak timdr hiicrelerine baglanarak timor
hiicresi lizisine aracilik eder. Dahasi, TKD tek basina NK hiicrelerini uyarmak ig¢in
yeterli degildir ve ayrica IL-2 veya IL-15"in varligini gerektirir (Hu ve ark., 2022; Yang
ve ark., 2021).

HSP70 bazli as1 kavrami, HSP-peptit komplekslerinin ¢apraz hazirlama
yoluyla sitotoksik T lenfosit (CTL) tepkisini ortaya c¢ikarma yeteneginden
yararlanilarak gelistirilmistir. Bu baglamda, tiimorden ekstrakte edilen HSP70-peptit
kompleksleri, konake¢iyr immiinize etmek i¢in kullanilmis ve bdylece bu
komplekslerin, MHC smif I yolu yoluyla T hiicresinin hazirlanmasi i¢in APC’lere
iletilmesi saglanmistir. Ozellikle tiimdr ve DC’lerin fiizyonundan izole edilen HSP70-
peptit kompleksleri umut verici sonuglar1 gostermistir (Chatterjee ve Burns, 2017).
HSP70-spesifik peptit kompleksinin antijen-spesifik CD8+ T hiicre yanitini
indiikledigini gostererek, HSP70'in immiinojenik 6zelliginin timdrlerden tiiretilen
antijenik peptitlere baglanma yeteneginden kaynaklandigini diisiiniilmektedir (Alberti
ve ark., 2022; Kumar ve ark., 2016; Nakajima ve ark., 2020). Bu ¢alismanin sonuglari
da en sik gozlenenen ve yiiksek mortaliteye sahip tiimor cesitlerinden biri olan meme
kanserlerinde hastaya yan etkisi en az ve etkinligi yliksek bir tedavi secenegi olarak
HSP70’in 6nemli bir yeri oldugunu gdstermistir. Bu ¢aligmanin bu konuda yapilacak

caligmalara oncii olacag diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alisma, rekombinant HSP70 ile immunizasyonun, fare meme kanseri
modelinde tiimor progresyonunu, malignite 6zelliklerini ve metastatik potansiyelini
onemli Olgiide azalttigini gostermistir. Rekombinant HSP70 ile immunize edilen
farelerde, kontrol grubuna kiyasla tiimor biiyiimesinde Onemli bir azalma
gbzlenmistir. HSP70 ile tedavi edilen grupta, HSP70, Ki-67, PCNA ve CD-31 gibi
malignite belirteglerinin ekspresyonu anlamli derecede diisiik bulunmustur, bu da
proliferatif ve anjiyogenik aktivitenin azaldigim1  gostermektedir. HSP70
immunizasyonu, kanser hiicrelerinin metastatik potansiyelinde belirgin bir azalmaya
yol agmistir. IHC bulgular1 ve PCR analizleri, HSP70 ile immunize edilen farelerde
artirilmis bagisiklik yanitini ortaya koymustur. Bu da HSP70’in bagisiklik yanitini
anti-timoral ~ aktiviteyi  destekleyecek  sekilde  modiile  edebilecegini

distindiirmektedir.

Bu bulgular1 dogrulamak ve genisletmek i¢in daha kapsamli c¢aligmalar
yapilmalidir. Bu ¢alismalar, daha biiyiik 6rneklem boyutlarini, ¢esitli meme kanseri
modellerini, HSP70 immunizasyonunun uzun siireli etkilerini ve potansiyel yan
etkilerini degerlendirmek i¢in daha uzun gozlem siirelerini icermelidir. Hsp70’in
bagisiklik yanitlarini nasil modiile ettigi ve tiimor malignitesini nasil azalttigina dair
altta yatan mekanizmalarin arastirilmasi, tedavi potansiyelinin daha derinlemesine
anlasilmasimi saglayabilecek ve klinik kullanimla 1ilgili daha net veriler
saglayabilecektir. Ayrica HSP70’in kemoterapi, radyoterapi ve immunoterapiler gibi
diger kanser tedavileriyle kombinasyon halinde kullanilmasiyla genel tedavi etkinligi
de degerlendirilmelidir. Bu preklinik ¢alismanin sonuglarina dayanarak, HSP70
immunizasyonunun meme kanseri olan insan hastalarda giivenirligini, tolere
edilebilirligini ve on etkinligini belirlemek i¢in erken asama klinik denemeler
yapilabilir. Ilaveten HSP70 immunizasyonuna yanitla iliskili biyobelirteclerin
tanimlanmast ve dogrulanmasi, hasta siniflandirmast ve kisisellestirilmis tedavi

yaklasimlarinda yardimer olabilir.
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Bu galismanin umut verici sonuglari, rekombinant HSP70’in meme kanseri
tedavisinde etkili bir immunoterapdtik ajan olarak potansiyelini vurgulamakta ve

gelecekteki arastirmalar ve klinik uygulamalar i¢in 6ncii olacag diisiiniilmektedir.
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