T.C.

ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM ANABILIM DALI

ENDOMETRIAL KANSERLERDE METASTAZ
GELISIMINDE OSTEOPONTININ ROLU VE
EPITELYAL-MEZENKIMAL GECISTE SINYAL
YOLAKLARININ ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
DR. EVRIM KARDELEN

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi TOLGA ATAKUL

AYDIN-2020



T.C.
ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM ANABILIM DALI

ENDOMETRIAL KANSERLERDE METASTAZ
GELISIMINDE OSTEOPONTININ ROLU VE
EPITELYAL-MEZENKIMAL GECISTE SINYAL
YOLAKLARININ ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
DR. EVRIM KARDELEN

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi TOLGA ATAKUL

AYDIN-2020

Bu arastirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan TPF- 18055 Numarali proje olarak desteklenmistir



ONSOZ VE TESEKKUR

Uzmanlik egitimim boyunca gosterdigi destek ve yardimlarmin yani sira bilgi ve
deneyimleriyle farkli bir bakis a¢is1 kazandiran, sezaryen ve myomektomiyi 6greten degerli

hocam Prof. Dr. Arif Aktug Ertekin’e,

Hasta etigi konusunda ve cerrahi egitimde ilham olan saygideger hocam Prof. Dr. Samet

Kafkas’a,

Histerektomiyi 6greten, her konuda rehber olan sayin jinekolojik onkolog hocam Prof. Dr.

Hasan Yiksel’e,

Egitim hayatima katkisinin yani sira her bagvurdugumda yol gosteren perinatoloji hocam

Prof. Dr. Hamit Alper Tanriverdi’ye,

Tiim asistanligim boyunca her daim yanimda oldugunu hissettiren ve ilk diigiimlerimi atmay1

ogreten ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Selda Demircan Sezer’e,

Vaginal histerektomiyi ve iirojinekolojik cerrahiyi 6greten ¢ok kiymetli hocam Dog. Dr.

Stimeyra Nergiz Avcioglu’na,

Ultrasonun incelikleri ve amniosentez konusunda bilgi ve tecriibelerini aktaran hocam Dog.

Dr. Emre Zafer’e

Bir giin tekrar aramiza donecegine olan inancimi hi¢ yitirmedigim, ¢ok degerli hocam

Dog.Dr. Siindiiz Ozlem Altinkaya’ya,

Asistanlik egitimime katkis1 olan vakalara yaklasimiyla 6rnek aldigim hocam Dr. Ogr. Uyesi

Ozgiir Deniz Turan’a,

Genel cerrahi rotasyonumda cerrahi batin anatomisi 6greten ¢ok kiymetli hocam Prof. Dr.

Pars Tungyiirek’e,

Tezimde ¢ok biiylik katkist olan, yanimda varligini hep hissettigim tez siirecinde elimi hig

birakmayan saym hocam Prof. Dr. Cigdem Yenisey’e

Yine tezime olan katkilarindan dolay1 saygideger hocam Prof. Dr. Mehmet Babiir Kaleli’ye,



Asistanlik slirecimin her doneminde beni yonlendiren, laparoskopi ve tirojinekolojik cerrahiyi
ogreten, her daim karakteri ve durusu ile 6rnek aldigim ve tez siirecimde bana katki saglayan,

kiymetli dnerilerini sunan tez danismanim, saym hocam Dr. Ogr. Uyesi Tolga Atakul’a,

Egitimime katkis1 olan diger tiim hocalarima,

Cok sevgili sorumlu hemsiremiz, ablam Vesile Unay’a

Ve birlikte caligmaktan biiyiik keyif aldigim asistan, hemsire, ebe, sekreter ve personel

arkadaslarima,

Uzmanlik egitimim boyunca moral ve motivasyonumu yiikselten 20 senelik ¢ok degerli
dostum, kardesim Fuat Unat’a, ¢cok sevdigim arkadaglarim, benim kiymetlilerim Nesrin
Karabulut’a ve Melek Aras’a, arkadasim ve hemsirem Anil Turan’a, personelimiz, abim

Hiiseyin Aslan’a, kardesim Dr. Sabri Anil As’a,

Hayatimin her aninda en biiylik destekgilerim, ders calisirken, tez yazarken yanimda olan,
asistanligin zorlu siireclerinde hep gii¢ veren canim kiz kardesim Elvin Kardelen’e, annem

Handan Kardelen’e, babam Esber Kardelen’e,
Tiim kalbimle tesekkiir ederim...
Sayg1 ve Sevgilerimle.

Dr. Evrim Kardelen

i



ICINDEKILER

ONSOZ VE TESEKKUR ...ttt s s i
ICINDEKILER ..ot iii
TABLO DIZINT ...ttt v
SEKIL DIZINT ... vii
GRAFIK DIZINI.....ooiiiiiiiiii e, vii
RESIM DIZINI ....coooiiiiiiiiietiecireet ettt viii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ......cooouiiiiiniiieneinecneesesieesesese e ix
L. GIRIS VE AMAC ... 1
2. GENEL BILGILER .......cocitiiiitiiiieiineiineietise ettt sttt 3
2.1.Endometrium Kanserlerinde Tant STUIECI..........coeruiriereriienienienieniieeeieseeieeee e 3
2.2. Normal Hiicre Gelisimi ve Kanser Olusumunda Epitelyal-Mezenkimal Dontigim........ 3
2.3. Osteopontin Molekiilii ve Sinyal YolakIart ..........ccccoooiviiieiiiiniiiiiieiiieeeeeeee e 7
2.4 Kanserin Ilerlemesinde Osteopontinin RO ..............ccoovevevviereieeeieeeeeeieeeeee e 11
2.5.Tiimérlerin Ilag Tedavisine Direncli Olmasinda OPN’nin Rolii Nedir? ........................ 13
2.6.Terapotik Hedef Olarak OSteOPONtIN........ccueeruieriieiieniieiieeie ettt ettt ens 14
2.7. ERK1/2 (Extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2) Sinyal Yolag .......... 16
2.8. PI3K (Phosphatidlyinositol 3-kinase) Sinyal Yolag1........cccceeeiiniiniiienieniieiiecieeene 16
2.9. Anjiyogenez Nedir ve Tiimor Olusumu i¢in Neden Gereklidir?.........ccccooeevevienennen. 17
2.10. Anjiyogenez Onlenmesinin Kanser Tedavisindeki Onemi................cccoevevveveveerenennns 19

3. GEREC VE YONTEM ...ttt 20
B GOICCICT ...t et e e e ab e e e ba e e et e e e raeenareeas 20
3.1.1. Kullanilan Malzemeler............co.oiiiiiiiiii e 20

3.1.2. Kullantlan Cihazlar. ... 21

3.2, YONEEIMLET ..ottt ettt ettt et sbe et e sbe e 21

il



3.2.1. HUVEC(Human Umbilical Vein Endothelial Cell) Hiicre Hatlarinin Temini ve
HUCTE EKIMI ...ttt sttt st st 21

3.2.2. Ishikawa (ISH, Endometrial Kanser) Hiicre Hatlarinin Temini ve Hiicre Ekimi..23

3.2.3. Hiicrelerin COZAUITIMESI .......cccuviiiiiieeiieceiee ettt 24
3.2.4. Hiicrelerin Sayilmasi ve Canlilik Kontrolll...........ccccoevieiiiinieniieiecieeiecieeee 24
3.2.5. Tiimdr Hiicreleri Ortam Medyumlarinin Elde Edilmesi...........ccccoceeviiinieninennennne. 25
3.2.6. MTT Deneyi ile Hiicre Proliferasyonunun Saptanmasi.................cooeveinnnnn. 25
3.2.7. Migrasyon (Invazyon) Deneyi..............ocuueiueiniiiiiiiie e 29
3.2.8. In vitroanjiyogenez (In vitro Tube Assay) Deneyi ................c..cccceoeeenn.... 32

3.2.9. Timoér Hicreleri Ortam Medyumunda PI3K ve ERKI1/2 Molekiillerinin

SAPLANIAST. . .. ettt e 35
3.2.10. Istatistiksel YONtEMIET. ... ... ...ooieeeiniieeeii e e, 37

4. BULGULAR ...ttt ettt ettt ettt sbe bt eae e st e e e ebenbeeae e 38
4.1. Hiicre Proliferasyonu SOnUGIATT..........cc.eeiiiiiiiiiieiieieceet et 38
4.2. Migrasyon (Invazyon) SONUGIALT ...............ccoiiueviverieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
4.3. In Vitro Tiip Olusumu (Anjiyogenez) SONUGIATT ..........c.c.ovoveeeeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennens 45
4.4. PI3K ve ERK1/2 sinyal molekiillerinin ELISA testi sonuglart.............................. 46

5. TARTISMA ..ottt ettt b et st et et enbesbe st enes 52
6. ONERILER......coiiiiiiiiiiierieiitie ettt 56
OZET ettt ettt bttt h e h et b bt bttt nt et et et et e be et ens 57
ABSTRAC T ...ttt sttt b ettt et et et e st bt bt eae e st et et et e benbeeae e 59
KAYNAKLAR ..ottt ettt b et ettt be st ebeeneene et et ebenbenneene 60

v



TABLO DiZiNi

Tablo No Sayfa No

Tablo 1. ISH hiicresi + OPN proliferasyon sonuglart............cccoeeveviieiiieniiiiiieniieiiecieeieee 39
Tablo II. HUVEC + OPN proliferasyon SONUGIAIT ..........coceveerierieriiniinieneeieeiesieeesceieenen 41
Tablo III. ISH hiicresi ortam medyumunda sinyal molekiillerinin degerlendirilmesi............. 47
Tablo IV. HUVEC ortam medyumunda sinyal molekiillerinin degerlendirilmesi................... 49



SEKIL DIZiNi

Sekil No Sayfa No

Sekil 1. EMT siiresince tiimor hiicrelerinin donfisimii................oooviiiiiiiiiiiii i 6
Sekil 2. OPN’nin mekanizmasina genel bir bakis. ... 9
Sekil 3. Tiimoriin ilerlemesinde OPN sinyal yolagt.............oooviiiiiiiiiiiiiiiiie, 10
Sekil 4. Kanser hiicrelerinin metastazinda OPN’nin rolii...............coooviiiiiiiiiiinn. .. 13
Sekil 507 Vitro anjiyOZENeZ. . ... .. oo e et 19
Sekil 6. Migrasyon deneyinin sematik olarak gdsterilmesi.............c.cooviiiiiiiiii. 30
Sekil 7.In vitro tiipe benzer yapilarin olusturuldugu deney diizenegi............................ 34

vi



GRAFIK DIiZiNi

Grafikl. ISH hiicrelerinde OPN’nin etkisinin grafiksel gosterilisi..........ccoevveerveriiienienieennens 40
Grafik 2. HUVEC hiicrelerinde OPN’nin etkisinin grafiksel gosterilisi ..........cccccevveeeniennnnnns 42
Grafik 3. ISH  hiicresi ortam medyumlarinda PI3K diizeylerinin  grafiksel
(01 0 1 T3 P 48

Grafik 4. ISH hiicresi ortam medyumlarinda ERKI1/2 diizeylerinin grafiksel

(01 0 1 T3 49
Grafik 5. HUVEC ortam medyumlarinda PI3K diizeylerinin grafiksel gosterilisi.............. 51
Grafik 6. HUVEC ortam medyumlarinda ERK1/2 diizeylerinin grafiksel gosterilisi........... 51

vii



RESIM DiZiNi

Resim 1. HUVEC hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriintiisii (1. Pasaj) ..................... 22

Resim 2. ISH hiicrelerinin invert mikroskoptaki gorintiisii. ..............ccooiiiiiiiiiiinn. 23

Resim 3. Otomatik hiicre sayim cihazi ve Thoma lami. ...........ccccooeviininiiniininiiiicicee 25
Resim 4. MTT hiicre canlilig1 deneyinin sematik olarak gosterilmesi. .........cccceevveeieenieennnnns 26
Resim 5. ISH hiicrelerinin plaga ekilmig hali. ........ccoooooiiiiiiniiininiiiee 27
Resim 6. MTT ¢dzeltisinin olusturdugu formazan. .............occeevieeiiienieniiienieeieeee e 27
Resim 7. HUVEC hiicrelerinin plaga ekilmis hali..........ccccoooiiniiiiiiniiiiiiiiieeeeeeee, 28
Resim 8. Formazan olusumunun invert mikroskoptaki gorintlsii. .........ccceeveeereerieniieeniennnns 28
Resim 9. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan mikroplak okuyucu. ..........cccooviiviiieniiniiiiniiiiieiee 28
Resim 10. Migrasyon deneyi (A) ¢izgi yontemi; (B) insert kullanilmus.......................... 29
Resim 11. Migrasyon deneyi Plagl. ......cccueecuierieeiiieniieiiesieeeieesiee ettt et s eeeeeeaeens 30
Resim 12. Kuyucuklara insertlerin yerlestirilmis hali. ............ccccooviiniiiniiiniiiiieeeee, 31
Resim 13. Migrasyon deney diizenegi ve insertlerin boyanmis hali. ........ccccooceeviiiininnnn. 31
Resim 14. Migrasyon deneyinde kullanilan insert...............coooooiiiiiiiii .. 31
Resim 15. Ticari olarak satilan bazal membran ekstrakti (Matrigel).........ccccoeevevieniiiiniennnnns 33
Resim 16. ELISA’da kullanilan enkiibatér ve mikroplak okuyucu............................... 35
Resim 17. PI3K molekiiliiniin ELISA deneyi reSimleri.........ccoevveeriieriieeiiienieeieeiieeieesiee e 36
Resim 18. ERK1/2 molekiiliiniin ELISA deneyi reSimleri.........cccecveriercieenieeiieniieeieeieeieens 37
Resim 19. ISH hiicrelerinin OPN etkisi ile proliferasyonunun gosterilmesi. ............c.ccceenneen. 38
Resim 20. HUVEC hiicrelerinin OPN etkisi ile proliferasyonunun gosterilmesi..................... 40
Resim 21. Ishikawa (kontrol) hiicrelerinin migrasyonu. ...........ccceeveereeriieenieniieenieseeeneesnens 42
Resim 22. Ishikawa hiicrelerinin migrasyonuna OPN (400 ng/ML) etKisi. ......ccccevcvevueruennnnne 43
Resim 23. HUVEC hiicrelerinin migrasyonuna OPN (400 ng/mL) etkiSi..........ccccceevueeriiennnnnns 44
Resim 24. Insert kullanilarak yapilan HUVEC migrasyon deneyi. ..............cococoeeuevevervenenennn 44
Resim 25. HUVEC (kontrol); OPN eklenmeden tiip yapilarinin olusmast. ...........cccceeeueennnne 45
Resim 26. HUVEC hiicrelerine 400 ng/mL OPN eklendikten sonra anjiyogenez.............. 46

viii



ARK.:
BILTEM:
CM:
DNA:
DSO:
EMT:
FBS:
GM:
MET:
MEM:
MTT:
NEAA:
PIK3
PTEN:
ERK1/2:
MEK:
SiRNA:
VEGF:
HUVEC:
MAPK:
MMP:
JNK1/2:
SPSS:

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Arkadaslar1

Bilim ve Teknoloji Merkezi

Control Medium

Deoksiribo Niikleik Asit

Diinya Saglik Orgiitii

Epithelial Mesechymal Transition
Fetal Bovine Serum

Growth Medyum

Mesechymal Epithelial Transition
Minimum Essential Medium Eagle
3-(4,5-Dimetiltiyazol2-Y1)-2,5-Difeniltetrazolyum-Bromiir
Non Essential Amino Acids
Phosphatidlyinositol 3-kinases
Phosphatase and Tensin homologue
Extracellular signal regulated kinases
Mitogen activated protein kinase
Small interfering RNA

Vascular endothelial growth factor
Human umbilical ven endothelial cell
Mitogen activated protein kinase
Metalloproteinase

c-Jun-N-terminal kinase

Statistical Package for the Social

X



1. GIRIS VE AMAC

Endometrial karsinom kadinlarin %2-3’linli etkileyen genital sistemin en yaygin goriilen
malign hastaligidir. Endometrial kanserlerde major problem kanserin iyi yonetilmesi ve uzak
organlara metastaz yapmasinin dnlenmesidir. Osteopontin (OPN) bir ekstraselliiler matriks
(Extracellular Matrix, ECM) molekiilii olup, hiicre adhezyonu, anjiyogenez ve timor
metastazini da igeren bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumlarda yer almakta ve endometrial
kanser de dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerin ilerlemesi ile iligkilidir. OPN, endometrial
kanserler de dahil olmak tiizere ¢esitli kanserlerde ilerlemesinde bir¢cok fonksiyonu oldugu
bildirilmigtir. OPN, embriyonun implantasyonu sirasinda hiicresel adhezyon ve migrasyonun
stirdiirilmesi i¢in endometriumda hiicre yilizeyinde integrin reseptoriine baglandigi One
stiriilmektedir. Yiiksek oranda metastatik degisime ugramis hiicreler tiimor olusturmayan
hiicrelerle kiyaslandiginda yiiksek OPN diizeylerine sahiptir. Epitelyal-mezenkimal gegis
(EMT), embriyonik gelisimde kompleks bir siire¢ olup 1980’lerin baginda embriyogenezdeki
onemi farkedilmistir. EMT tiimoriin migrasyonunda, invazyon siirecinde ve 6zellikle hiicre
invazyonunu ve kanser hiicrelerinin metastatik potansiyelinin artmasinda 6nemli rolii vardir.
Bu siire¢ sirasinda, epitel hiicreler karekteristiklerini kaybederek, ki bunlar hiicre-hiicre
adhezyonunun kaybi, hiicre hareketliliginin artmasi ve yayilimi, apoptoza direng ve hiicresel
morfolojinin degismesi ile mezenkimal 6zellikleri kazanirlar. EMT nin metastaz olusmasinda
ve tiimor invazyonunda, hiicrelerin kendi konumlarindan ayrilarak ve kan ve lenfatik damarlar
yoluyla go¢ ederek farkli organlara yayilmasinda basi ¢ektigi tanimlanmistir. SOylenebilir ki,
EMT tiimér hiicrelerini daha invaziv Ozellikler kazandirmaktadir. Sonug¢ olarak, OPN’nin
hiicre adhezyonu, hiicre-hiicre etkilesimi, invazyon ve deneysel sistemlerde tiimor
hiicrelerinde koloni olusturmasi, bu molekiiliin tiimorlerde prognostik bir belirleyici
olabilecegini ve metastazin kontrol edilmesinde tedaviye aracilik edebilecek potansiyel bir
belirleyici olabilecegini gostermektedir. Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda, rekombinant
OPN’nin farkli iki sinyal yolak {izerinden Ishikawa hiicrelerindeki tiimér olusturucu etkilerini
nasil etkiledigini, hiicrelerde farkli rhOPN konsantrasyonlarini denemek yoluyla hem tiimor
hiicrelerinde hem de HUVEC (Human Umbilical Ven Endothelial Cell) insan gébek kordonu
hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon ve yeni kan damarlart olusumu olan tiipe benzer

yapilari in vitro olarak gostermek suretiyle saptayacagiz. Ayrica, her iki sinyal yolakta 6nemli



molekiiller olan PI3K ve ERK1/2 molekiillerini hiicre ortam medyumlarinda saptamak

yoluyla, sinyal molekiillerin ekspresyonlarini arastirilmast amaglanmastir.

Anahtar Kelimeler: Ishikawa cell lines, osteopontin, PI3K, ERK1/2, endometrial kanser



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Endometrium Kanserlerinde Tam Siireci

Endometrial kanserler en yaygin goriilen jinekolojik malignitedir. Kadinlarda en yaygin
goriilen kanser tipleri olan meme, akciger ve kolon kanserlerinden sonra dordiincii en sik
goriilen kanser tipidir. Servikal kanserin erken tanisinda ¢ok etkili olan Pap smear testi,
endometrial kanserlerde bazen erken tani saglamaktadir, fakat ¢ogu vakalar bu test ile
saptanamamaktadir(Braun ve ark., 2016). CA125 ve CA15.3 gibi serum tiimdr belirleyiciler,
endometrium kanserlerinde diagnostik ve prognostik belirleyiciler olarak kullanilsa da, ¢ok
degerli olamamaktadirlar. Hali hazirda, endometrial kanserleri taramada ve hastaligin
niikstiniin izlenmesinde kullanilabilen biyobelirleyiciler yoktur. Cesitli klinikopatolojik
parametreler adjuvan terapi ihtiyacini belirlemede ve bu hastaligin sonuglarini saptamada
kullanilabilmektedir. Bunlar; cerrahi evre, histolojik tip, grade, miyometrial invazyonun
derinligi, servikal stromal invazyon, lenfovaskiiler invazyonve peritonal sitolojiyi
icermektedir. Diger prognostik risk faktorleri; p53’iin (kanser vakalarinda mutasyonu en fazla
olan gen) ekspresyonunun artmasi, yiiksek S-fazi (hiicre dongiisiinde DNA sentezi fazi)
fraksiyonu, ¢ekirdekte pl16 (tiimér baskilayici protein) ekspresyonunun azalmasi, progesteron
reseptoriiniin  ekspresyonu, PTEN (Protein tirozin fosfataz ve tensin homologu tiimor
baskilayici gen) timor baskilayic1 genlerin azalmasidir. Bununla birlikte, bu parametrelerin
biliylik ¢ogunlugu subjektif olup tartisilabilmektedir. Halen, 6zellikle lokalize tiimorii olan
hastalarda, ek prognostik faktdrlerin tanimlanmasi, hastaligin niiks etme ve 6liim riski olan

hastalarin belirlenmesi acisindan ¢ok dnemlidir (Cho ve ark. 2009).

2.2. Normal Hiicre Gelisimi ve Kanser Olusumunda Epitelyal-Mezenkimal Doniisiim

Kanser metastazi, kanser morbiditesi ve mortalitesinin ana nedenidir. Bu asama, kanser
oliimlerinin yaklasik yiizde %90’ indan sorumludur. EMT (Epithelial Mesechymal Transition)
kanser hiicrelerinin en biiylik 6zelligidir. EMT, epitelyal ve mezenkimal eksenler boyunca

hiicre durumlarindaki degisiklikleri yoOneten ve epitel hiicreleri iizerinde epiteliyal-



mezenkimal esneklik kazandiran dogal bir kars1 degisim mekanizmasidir. Ozellikle, epitel
hiicreleri yiiksek diizeyde farklilagmis, polarize ve organize hiicrelerden farklilasmamus, izole
edilmis gogen ve yayilma ozellikleri olan mezenkimal benzeri hiicrelere donustiiriiliir. EMT,
dogal olarak olusan bir karsi1 farklilasma programidir. Normal adult hiicreler terminal
farklilagmis hiicreler olup pluripotent kok hiicrelerin yeniden programlanmasi sonucudurlar.
EMT dogal olarak meydana gelen transdiferansiyasyon programlari arasinda en énemli hiicre
biyolojisi programidir. MET siireci mezenkimal hiicreleri epitel hiicrelerine doniistiiriir.
Veriler EMT’nin farkli hiicre tiplerinin olusumunda kullanilan hiicrelerin dontigiimiinii
saglamakta oldugu ve bdylece karmasik c¢ok hiicreli organizma ve organlarin olusum

organizasyonu meydana geldigini one siirmektedir (Sun ve ark. 2016).

Malign tiimoérlerin yaklagik % 80’1 akciger, kolon, meme, pankreas, prostat, mesane,
over, bobrek ve karaciger tiimdrleri gibi yaygin kanserlere neden olan epitelyal dokulardan
kaynaklanmaktadir. Erken evre tlimorlerdeki tiimdr hiicreleri siirekli bir hiicre tabakasi
olusturma kapasitesi ve hareketliligi olmayan epitelyal hiicrelerinin ana biyolojik fenotipleri
olarak kalir. Bu nitelikler, siklikla timor ilerlemesi olarak adlandirilan kompleks sirali bir
siirecin Triinleri olan ilerlemis kanser hiicreleri ile keskin bir karsitlik gostermektedir. Yiiksek
invaziv tiimor hiicreleri motilite ve invazyon gibi mezenkimal 6zellikler gosterir ve invazyon
metastaz ile iligkilidir. Bu malign 6zelliklerin kazanilmasi1 mekanizma diizeyinde tiimdriin
ilerlemesi boyunca tiimor hiicrelerinde dnceden uyku halinde olan EMT nin aktive olmasi ile
aciklanabilir. Meme kanserinde mezenkimal 6zelliklerin edinilmesi, tiimdriin ilerlemesi ve
hastaligin agresif alt tipi ile pozitif iliskilidir. Ksenograf tiimér modellerinde islev
kazaniminin ve kaybinin biiyiik kisminin arastirilmasi, EMT nin aktivasyonu ile bir tiimdriin
malignite derecesi arasindaki baglantiyr tanimlamak icin dogrudan bir aragtir. Kanserin
ilerleme siirecinde EMT aktivasyonu pleiotropik fonksiyona sahip olup, ¢esitli agresif kanser
hiicreleri ile iligkili invaziv kanserler bir¢ok rapor ile dogrulanmistir. Bir¢ok klinik patolog
yiiksek dereceli kanserlerin olusumunda EMT programinin dnemli oldugunu diisiinmedigi
icin bu programin bir¢ok yaygin kanser tiirii ile iliskisi saptanamamistir. Klinik biyopsinin
tiim belirteclerini skorlama miimkiin olsa da, EMT gelisen kanser hiicrelerini normal konakg1
hiicrelerden ve tiimoérii saran bag dokusundan ayirt etmek de olduk¢a zordur. Meme kanseri
hastasinda EMT gelismesi sistemik yayilmay1 arrtirmakta olup, ayn1 zamanda ilag¢ direnci ve
hastaligin rekiirrensi acisindan da major bir faktordiir. Her-2 (insanlarda ERBB2 geni
tarafindan kodlanan bir proteindir. ERBB, kus genomundan izole edilen bir gen olan

eritroblastik onkogen B'den kisaltilir) ile indiiklenen fare tiimdrii modelinde ayni olay
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goriilmekte olup in vivo tekrarlayan malignitelerde tiimorleri yliksek mezenkimal fenotipe
doniistirmektedir. Bu sonuglar, EMT aktivasyonu ile tiimdriin tekrarlamasinin iligkili
oldugunu gostermektedir. Ayrica, EMT aktivasyonu ve artmis tiimor olusumu arasindaki
baglanti, bircok insan kanser hiicre dizilerinde gosterilmistir. EMT nin plastisitesinin
inhibisyonu kanser hiicrelerinin zayif timor olusturan durumdan yiiksek tiimor olusturucu
duruma geg¢igini baskilamaktadir. Ayrica, ilerlemis prostat ve meme kanseri hastalarmin
periferal kanlarindan izole edilen tiimor hiicrelerinin bir kisminin hem epitelyal hem de

mezenkimal belirtegler gosterdikleri saptanmistir (Sun ve ark. 2016).

Kan veya lenfatik sistem yoluyla tiimdr hiicreleri primer alandan uzaklagabilmekte ve
daha sonra timor metastaz olusumu icin uzak bir yere yerlesmekte ve biiylimektedir. Bu
siireg, timor olusumunda, malignite diizeyinde ve tiimor hastalarinin %90’1indan fazlasinin
oliimiinde anahtar rolii oynamaktadir. Birgok ¢alisma tiimor metastazinin olusumunun aslinda
kolay olmadigimi gostermektedir. Tiimdr hiicrelerinin ¢ogunlugu kan ve lenfatik sistem igine
girebilmekte, fakat sadece kiigiik bir kistm mikrometastaz olusturabilmekte ve hatta daha az
kism1 gercek metastaz yapabilmekte ve spesifik organ afinitesi gostermektedir. Ayrica, farkli
tlimorlerin metastaz yapma siireleri ayn1 degildir. Bu nedenle bu siirecin anlasilmast 6nemli
olup, EMT nin 6nemi farkli yonlerden tartistlmalidir. EMT, ¢ogu metastatik hiicrelerin bir
ozelligi olup, ozellikle yiiksek derecede farklilasmis epitel hiicreleri, migrasyon ve invaziv
ozellikleri olan farklilasmamis ve izole olan ektomezenkimal hiicrelere doniistiiriilmektedir.
Migrasyon tiimor hiicresi metastazindaki dort temel adimdan biridir. Ekstraselliiler matriks
(Extracellular Matrix, ECM) bilesenleri ve biiyltime faktorleri, sekresyon faktorleri gibi gesitli
maddeler tiimor hiicrelerinin migrasyonunu uyarabilmektedir. Bdylece, tiimor hiicreleri gog
edebilmekte ve metastaz yapabilmektedirler. Tiimor hiicrelerinin migrasyon yetenegi metastaz

potansiyeli ile iligkilidir (Sun ve ark., 2016).

Epitel hiicreleri siki baglarla bagl polarize(apikal bazal yonelimli) epitel hiicrelerinden
olusur ve ¢evresel hasara karsi koruyucu bir bariyer gorevi goriir. Yapisal rijidite, ki giiclii
hiicre-hiicre ve hiicre matriks etkilesimleri anlamina gelmekte, epitel doku fonksiyonlarin
yerine getirmek i¢in esastir. Diger taraftan mezenkimal doku erken embriyonel donemde
bulunan farklilagmamig bir gevsek bag dokusudur. Epitel hiicrelerinden farkli olarak,
mezenkimal hiicreler direkt hiicre-hiicre baglantis1 ve polaritesi olmayan, yiiksek hareketlilige

sahip fibroblast benzeri sekilli hiicrelerdir. Mezenkimal hiicreler ayn1 zamanada adipositler,



kondroblastlar ve osteoblastlar1 igeren diger hiicre tiplerine farklilagsma yetenegine sahip olup,

kok hiicre ozelligi gostermektedir (Demirel ve ark., 2013).

EMT, ciddi morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler sonucu polarize epitel hiicrelerinin
mezenkimal o6zellik kazanmasini saglayan biyolojik bir siirectir. Bu nedenle, EMT
embriyogenez ve yetiskinlik donemi boyunca hiicresel farklilasma icin bir mekanizma olarak
kabul edilir. Sonug olarak, EMT’de epitel hiicrelerinin epitelyal belirtegleri baskilanir ve rigit
yap1 gibi epitelyal 6zellikleri azalir ve mezenkimal belirtegleri artar, fibroblast benzeri sekil,
hareketlilik ve apoptoza direnci iceren mezenkimal 6zellikler kazanir. Tiim bu degisiklikler
epitelyal dokuda hiicre-hiicre, hiicre-matriks baglarin1 degistirir, epitel hiicrelerinin esas epitel
tabakasindan serbestlesmesine ve normal gelisim, doku rekonstriiksiyonu ve onarim sirasinda
viicudun diger bolgelerine goc etmesine izin verir. Mezenkim hiicreleri yerli yerine geldikten
sonra mezenkimal epitelyal degisim denilen ters biyokimyasal degisikliklerle tekrar orijinal

epitelyal 6zelliklerini kazanabilmektedir (Demirel ve ark., 2013).
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EMT siirecinde tiimor hiicreleri epitelyal-benzeri hiicrelerden mezankimal-benzerihiicrelere

dontstrler (Sun ve ark., 2016)

Embriyonik gelisim i¢in esas olmasina ek olarak, EMT nin epitelyal kanser hiicrelerinin
metastatik davranisgi ve invazivitesini yiikselten tiimdr olusumunda anahtar rol oynadig: birkag
hayvan timoér modelinde ileri siiriilmiistiir. Embriyonik gelisimdeki EMT ile iliskili ¢esitli
genler ve sinyal yollart kanser olusumu sirasindaki EMT’de de izlenmistir. EMT nedeniyle
hareketli olan ve birbiriyle baglanti kayb1 olan metastaz bolgelerinde primer tiimdrden yayilan
primer tiimdr hiicrelerinin epitel hiicreleri oldugu tartigmalidir. EMT kaynakli invaziv ve
gocen kanser hiicreleri metastaz yaptiklar1 uzak yerlerde tipik olarak sekonden tiimor
olustururlar. Bu sekonder alanlarda kanser hiicreleri artik mezenkimal 6zellikler gostermez ve
epiteliyal ozelliklerini mezenkimal-epitelyal doniisiim (Mesenchymal-Epithelial Transition,
MET) araciligiyla (sekonder tiimorler olusturur) yeniden kazanir. Meme, over, kolon ve

0zefagus kanser modelleri i¢in EMT goriilmesi karakteristiktir (Demirel ve ark., 2013).

EMT epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere doniisiimii olarak tanimlanmaktadir.
EMT, apikal-bazal polaritenin kaybi, hiicresel hareketliligin artmas1 ve hiicresel iskeletin
tekrardan yapilanmasi ile karakterizedir. OPN’nin yara iyilesmesi ve kanser metastazinda

onemli rolii oldugu gosterilmistir.

2.3. Osteopontin Molekiilii ve Sinyal Yolaklar:

Osteopontin  (OPN), 1986 yilinda osteoblastlardan izole edilip tanimlanmis olup
SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-Linked Glycoprotein) yapisindadir. OPN
baslica osteoblastlardan ve diger hematopoietik hiicrelerden sentezlenmektedir. Bunun
yanisira, ndtrofillerden, dentrik hiicrelerden, NK (Natural Killer) hiicrelerden, T ve B
hiicrelerinden de sentezlenmektedir. OPN, bir ekstraselliiler matriks molekiilii olup, hiicre
adhezyonu, anjiyogenez ve tiimor metastazini da iceren birgcok fizyolojik ve patolojik
durumlarda yer almaktadir. OPN birgok fonksiyonlar1 olan bir molekiil olup, endometrial
kanser de dahil olmak {lizere ¢esitli kanserlerin kanserin ilerlemesi ile iliskilidir. OPN,
endometrial kanserler de dahil olmak {iizere cesitli kanserlerin ilerlemesinde bir¢ok
fonksiyonu oldugu bildirilmistir. OPN, embriyonun implantasyonu sirasinda hiicresel

adhezyon ve migrasyonun siirdiiriilmesi i¢in endometriumda hiicre yiizeyinde integrin
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reseptoriine baglandigi one siiriilmektedir. Cesitli ¢aligmalarda yiikselmis OPN sekresyonu ile
meme ve prostat kanseri, skuamoz hiicre karsinomu, melanom, osteosarkom ve glioblastom
gibi ¢esitli maligniteler ile iligkisi oldugu gosterilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda OPN
negatif meme kanserlerinde yiliksek konsantrasyonlarda OPN c¢DNA diizeylerinin
anjiyogenezi tesvik ettigi ve boylece iskelet sisteminde metastazi baslattigi ve tlimoriin

ilerlemesine katkida bulundugu rapor edilmistir (Cho ve ark., 2009;Zhao ve ark., 2018).

OPNsadece Onemli bir non-kollajen kemik matriks proteini olmayip, ayn1 zamanda
diger sistemlerde de rol oynamaktadir. Ornegin, bagisiklik sisteminin intriksik bir bileseni
olan OPN, sitokin iiretimini kontrol eder ve hiicre trafigini diizenler. OPN yaklasik 44
kDAagirliginda bir molekiiler kiitleye sahip arginin-glisin-aspartat iceren bir asidik yapistirici
bir glikoproteindir. OPN baslica osteoblastlar, osteositler ve diger hemapoietik hiicreler
tarafindan sentezlenir. Ayrica, OPN nétrofiller, dentritik hiicreler, NK hiicreleri, T hiicreleri
ve B hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir. OPN’nin yapist kismen basittir, 33 kDa
agirhiginda tek zincirli 300 amino asit iceren polipeptid yapida olan bir protein olarak ifade

edilmektedir (Zhao ve ark., 2018).

Multiple tiimdr olusumu durumunda, 6rnegin meme, servikal, over ve endometrial
kanserde, hiicre yiizeyi reseptorii CD44’#i asir1 iiretmektedir. CD44 ligandlarindan biri bir cok
hiicre tarafindan salgilanan ve hiicre i¢i bir formda iiretilen ¢ok islevli bir fosfoglikoprotein
olan OPN’dir. OPN, en yliksek miktarda kemikte bulunmakta ancak ayni zamanda bdbrek,
beyin, diiz kas dokusu, makrofajlar ve ayrica bir ¢cok bagka epitel ve kanser hiicresinde de
iiretilmektedir. OPN’nin asir1 iiretilmesi tiimdriin onkojenik potansiyeli ile iliskilidir. Genel
olarak tiimor hipoksisi ¢esitli kanserlerde, drnegin bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom,
serviks kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi kotii prognoz ile iligkilidir.
Bununla birlikte, hipoksiye yonelik girisimleri arastiran ¢alismalar rastgele hastalarda biiyiik
olgiide caligmis olup sonuglar genellikle hayal kiriklig1 yaratmaktadir. Sonug olarak, timor
hipoksisi ile ilgili olarak, hastalarin bireysel degerlendirilmesinde ideal hipoksi goriintiileme
veya kan hipoksi belirleyicileri aracilifiyla degerlendirilmesine gerek vardir. OPN, RGD
(Arg-Gly-Asp) peptidini icermektedir. Bu element parcast CD 44 baglama alanini integrinler
icin bagska bir baglama alanindan ayirmaktadir. Bu, N-terminal RGD alan1 trombinden
ayrildiktan sonra aktive olmakta ve bu OPN-fragmani fosforilasyondan sonra integrinleri

baglayabilirken, OPN molekiiliiniin C-terminal kismi, CD44 reseptorlerini baglamaktadir. Bu



nedenle OPN sitokin, kemotaktik ve hiicre sinyal fonksiyonlarina sahiptir ve farkli sinyallere
aracilik etmektedir. OPN, MMP’leri (matriks metalloproteinazlar) baglayabilen ve onlarin
fonksiyonlarini degistirebilen ekstraselliiler matriksin bir parcasidir. OPN, hiicrelerin
adhezyon ve migrasyonunu etkilemekte ve bu nedenle anjiyogenez, metastaz ve invazyon gibi
timor olusumlarinin dogrudan etkilenmesini saglayabilmektedir. Ayrica, OPN iiretimi bir cok
tiimor varhiginda PI3K/Akt sinyal ileti yolaginin aktivasyonu ile iligkilidir ve apoptoza karsi

bir direng olusturdugu tartismalidir (Hahne ve ark., 2013)
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Sekil 2. OPN’nin mekanizmasina genel bir bakis.

OPN ekstraselliiler matriks proteinlerine (6rn; integrin) ve adhezyon molekiillerine (6rnegin;

CD44) baglanmakta ve vaskiiler hastaliklar1 regiile etmektedir(Shaheen ve Weintraub 2007).

OPN bircok fizyolojik olaylarda aktif olarak yer almaktadir. Kemik sekillenmesinde ve
kemiklerin mineral matriksi i¢in osteoklast saglamada 6nemli bir faktordiir. Ek olarak, OPN
hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik sistemlerini diizenlemektedir. OPN, Tip-1 yardimci
hiicre sitokinlerine benzer bir sekilde fonksiyon gostererek hiicre aracili immun yaniti

desteklemektedir. OPN, immun sistemde gen ekspresyonunu regiile eden hiicre i¢i yollar: da



aktive edebilmektedir. Hiicre farklilasmasinda OPN’nin 6nemli rolii tiimiiyle arastirilmis
olup, integrin-a,p; ile etkileserek mezenkimal kok hiicrelerin osteogenik degisimini ve
adipogenik farklilagmay1 baskiladigi gosterilmistir. Ayrica, OPN sitokin {iretimini
diizenlemektedir. Ozetle, OPN’nin kemik mineralizasyonunun regiilasyonu, makrofajlarin
toplanmasi, hiicresel adhezyon ve migrasyonun kolaylagtirilmasi gibi birbirinden farkli

fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Zhao ve ark., 2018).
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Sekil 3. Tiimoriin ilerlemesinde OPN sinyal yolag:

Osteopontin (OPN), RGD (Arg-Gly-Asp) peptidine bagli yolda ve RGD’ye bagli olmayan
yolda ¢esitli integrin molekiilleri ile etkilesebilmektedir. OPN ayni zamanda CD44 ailesi
reseptorleri ile de etkilesebilmektedir. Reseptorlere baglanmasiyla, OPN canliligi, motiliteyi
ve tliimdriin ilerlemesi gibi hiicresel reaksiyonlar1 tetiklemektedir. CD44 reseptorii ile

etkilesimi yoluyla OPN tiimor hiicrelerinde anti-apoptotik sinyalleri PLCy-PKC ve PI3K
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yoluyla aktive etmektedir. o,f; reseptoriine baglanarak ERK’nin fosforilasyonuna yol acarak
timor hiicrelerinde hiicrelerde motiliteyi, invazyonu ve her iki reseptér yoluyla da

anjiyogenezi stimiile etmektedir (Zhao ve ark. 2018)

2.4. Kanserin ilerlemesinde Osteopontinin Rolii

OPN bir fosfoprotein olup, tiimér metastazinin gelisiminde O6nemli bir araci
molekiildiir ve ilerlemis vakalarda metastazin regiilasyonunda potansiyel tedavi yaklagimini
belirlemek i¢cin biyomarker olarak kullanilmasi arastirilmistir. OPN’nin DNA sekansi yiiksek
oranda karmagsik olup 6nemli fonksiyonel protein igerikleri olan ayf3, integrinler ve CD44
baglanma bdlgeleri icermektedir. Yiiksek OPN diizeyleri tiimoriin invazyonu, ilerlemesi ve
bircok kanserde metastaz yapmasi ile iligkilidir. Calismalar OPN’nin bu molekiiler
mekanizmalart apoptozu Onleyerek, ekstraselliiler matriksin pargalanmasinive tekrar
modellenmesini indiikleyerek, hiicre migrasyonunu tesvik ederek, konak¢r immun sistemden
hiicreleri koruyarak ve neovaskiilerizasyonu tetikleyerek yaptigini1 gostermistir. Ayrica, klinik
caligmalarda metastatik kanserlerde plazma OPN diizeylerinin kontrollere goére oldukga
yiiksek oldugu saptanmistir. Bir ¢ok tiimdr orneklerindeki histolojik analizlerde ise, OPN
ekspresyonunun artmasinin invazyon, hastaligin ilerlemesi ve metastaz ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Bu kanserler; meme, mide, akciger, prostat, karaciger ve kolondur (Wai ve

Kuo 2008).

Normal fizyolojik yanita aracilik etmedeki roliine ek olarak, OPN’nin kanser
progresyonundaki sinyal yolaklarindaki rolii gittikce daha fazla taninmaktadir ve timor
metastazinin ¢oklu asamalarinda yer aldigi gosterilmistir. Bir ¢ok c¢aligmada, OPN
salgilanmasi ile meme, prostat kanseri, skuamoz hiicreli karsinom, melanom, osteosarkom
gibi cesitli maligniteler arasindaki iliski gosterilmistir. OPN negatif meme  kanseri
hiicrelerinde, yiiksek OPN c¢cDNA konsantrasyonunun anjiyogenezi arttirdigi gosterilmis
olup, bu nedenle iskelet metastazini ve tlimoriin ilerlemesini arttirmaktadir. Bunun yanisira,
OPN’nin invaziv melanomda tiimor hiicresinin bilylimesini saglamasi ile iliskili olarak, OPN
ekspresyonunu bloke etmek, in vitro melanom hiicre sayilarini azalttig1 rapor edilmistir. Bu
bulgular OPN’nin melanom gelisiminde erken bir belirteg olabilecegini gostermektedir. OPN,
bir integrin olan ve 6zellikle endotel hiicrelerinde bulunan avf3 reseptorii (adhezyon proteini

olup, endotel hiicrelerde ve osteoklastlarda yiiksek oranda bulunmaktadir. Osteoklastlarin
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olgunlagmasinda ve kemik rezorbsiyonu aktivitesi igin gereklidir. Osteoporoza neden olan
osteoklastogenez sirasinda bu molekiil azalmaktadir)iginyiiksek afinite gostermesinden dolay1
anjiyogenezde Onemli bir rol oynamaktadir. Endotel hiicrelerin canlilifi i¢in o, f3yoluyla
sinyal mekanizmasi énemlidir ve OPN’nin bu hiicrelerin canli kalmasini tesvik ettigi rapor
edilmistir. Bununla birlikte, in vivo olarak anjiyogenez ve OPN arasinda korelasyon olduguna
dair giiclii bir kanit bulunmamakta ve OPN’nin diger pro-anjiyogenik molekiiller ile etkilesip
anjiyogenezi stimiile ettigi daha olasilik dahilinde oldugu One siiriilmiistir. Kanser
hiicrelerinin metastaz yapmast olduk¢a kompleks bir proses olup su basamaklari
gerektirmektedir; primer tlimoérden kanser hiicrelerinin ayrilmasi, yayilmasi, kanser
hiicrelerinin dolasimda olmasi, kan damarlarina yapismasi, damar disina go¢ etmesi ve
sekonder tiimdr olusturmasi. Her ne kadar, OPN’nin rolii bu proseslerdeki rolii tam
anlagilmamis olsa da, meta-analizlerde kolorektal kanser, akciger kanseri ve melanomlarin

metastazi ile OPN’nin yakin iligkisi rapor edilmistir (Zhao ve ark., 2018).

Asagida sekilde de gosterildigi lizere, kanser hiicre metastazinda OPN’nin multi-step
rolleri vardir. OPN’nin sekresyonunun artmasi yoluyla protein yapisinda farkli araci
molekiillerin aktivasyonuna yol agmaktadir. Primer tiimor vaskiiler endotel biiylime faktorii
(VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) gibi ¢esitli biiyiime faktorleri ile anjiyogenez
yoluyla vaskiilarizasyona gitmektedir. Kanser hiicrelerinin birbirlerinden ayrilmasi sonrasinda
ic kisimlara goclis baslamakta, timor hiicreleri vaskiiler sisteme girmektedirler. Kan
damarlarindan disartya ¢ikmadan Once timor hiicreleri kan damarlarinin duvarlarina
tutunmakta ve kan damarlarini terk etmektedirler. Daha sonra tiimdr hiicreleri ikinci bir timor

gibi bliylimeye devam etmekte ve metastaza neden olmaktadir (Zhao ve ark., 2018).
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ekil 4. Kanser hiicrelerinin metastazinda OPN’nin rolii
S

OPN’nin asir1 eksprese edilmesi farkli protein aract molekiillerini aktive etmekte ve bu da
kanser hiicrelerinin metastazinda ¢oklu basamaklarda indiiklemektedir. Primer timor
salgiladigt VEGF gibi cesitli biiylime faktorleri yoluyla anjiyogenez olusmasi sonucunda
vaskiilarizasyona ugramaktadir. Kanser hiicrelerinin tiimorden kopmasini damar igine
vaskiiler sisteme girmesi izlemektedir. Bundan sonra timoér hiicreleri kan damarlarina
baglanmakta, damarlardan disartya ¢ikmakta ve dolagimi terk etmektedir. Bunun sonucunda

tiimor hiicreleri metastaz olusturmaktadir (Zhao ve ark., 2018).

2.5. Tiimoérlerin fla¢ Tedavisine Direncli Olmasinda OPN’nin Rolii Nedir?

Pre-klinik ¢aligmalarda elde edilen bulgular OPN’nin ila¢ tedavisine direnci indiikledigi
yolunda olup, bu konuda OPN’nin rolii halen arastirilmaktadir. OPN ve kemorezistans
arasindaki iliski konusunda iki teori mevcuttur. Otofaji, evrim kurallar1 geregince hiicreler
strese maruz kalinca, organellerin lizozomlar tarafindan parcalanmasi olarak tanimlanan,
katabolik prosesleri yani hiicrelerdeki yikim olaylarini igine alan olduk¢a karmasik bir

siiregtir. Kemoterapiyi izleyen otofajinin paradoksal bir rolii oldugu konusunda gittik¢e artan
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kanitlar ortaya ¢ikmakta olup bu goriisler ise OPN’nin kemoterapinin anti-kanser aktivitesini
hem azaltabildigi hem de arttirabildigi yoniindedir. Otofajinin baz1 kanser hiicrelerinde
kemoterapi esnasinda ila¢ tedavisine direnci arttirdigi gosterilmistir. Bununla birlikte,
otofajinin ayni zamanda otofajik hiicre oliimiinii (hiicre oliimiiniin apoptozdan farkl bir
formu) indiikleyebilecegi kanitlanmistir. Simdiki literatiir bilgilerine dayanarak, otofajinin
regiilasyonunun artmasi yoluyla ilag tedavisine direncin artabilecegi kesindir. Son ¢alismalar
ise, OPN/NF-kB yolunun aktivasyonuyla OPN ile indiiklenen otofajinin pankreatik kanser
hiicrelerinde gemcitabine direng gelismesine katkida bulundugunu gostermistir. OPN
ekspresyonunun sessiz kalmasinin (OPN artiyor fakat islevini yapmiyor) insan pankreas
hiicrelerinde ilag direncinin gelismesine neden oldugu oOne siiriilmiistiir. Buna benzer bir
sonu¢ hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde elde edilmis olup, OPN aymi ila¢ direncini
otofajiyi ayfB; reseptorii /| MEK(Mitogen-Activated Protein Kinase)/ ERK 1/2 (Extracellular
Signal-Regulated Kinase) yoluyla aktive etmesiyle gostermistir. ikinci teori ise, OPN ve ilag
direnci arasinda bir iliski oldugu ve OPN’nin kanser hiicreleri iizerinde anti-apoptotik
etkilerinin olabilecegi yoniindedir. Cok yeni bir ¢alismada ise, OPN ekspresyonunun meme
kanseri hiicrelerinde siRNA (Small interfering RNA; kiiciik girisime neden olan RNA yeni
tammlanmis olup genlerin ekspresyonunu kontrol etmektedir) ile baskilanmasi yoluyla ve
meme kanseri hiicrelerinin yaglandirilmasi ile doksorubisine yaniti arttigi gosterilmistir.
Arastirmacilaringogu, bu bulgularin PI3K/Akt sinyal yolag: ile iliskili oldugu sonucuna
varmiglardir. Buna ek olarak, baska bir grup, OPN-iiretmeyen (knockout) meme kanseri
hiicrelerinde yiiksek doz siklofosfamid tedavisinin normal meme kanseri hiicreleri ile
kiyaslandiginda hiicreleri apoptoza gotiirdiigii saptanmistir. Bunun sonucunda, arastirmacilar
OPN’nin meme kanseri hiicreleri iizerindeki anti-apoptotik etkilerini p38 MAPK (p38

mitogen-activated protein kinase) yolagi ile gosterdigini bulmuslardir (Zhao ve ark., 2018).

2.6. Terapotik Hedef Olarak Osteopontin

Tiimorlerden sentezlenen OPN molekiiliiniin 6nemli bir parcasinin eksik oldugu ve bu
nedenle yapisal olarak diger tip OPN’lerden farkli oldugu ileri siiriilmektedir. Bunun
sonucunda, {retiminin  bloklanmasinin  timdriin  progresyonunu  durdurmak igin
kullanilabilecegi bildirilmistir. Halihazirda, RNA diizeyinde OPN’nin gen ekspresyonunu
azaltmanin iki yolu bulunmaktadir: Bununla birlikte her iki metod da sinirhidir, ¢iinkii niikleik

asidlere etkili ilaglarin hiicre icine tasinmasi zordur. OPN proteininin inhibisyonu igin
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antikorlar ve sentetik peptidler denenmistir. OPN {izerinde spesifik bdlgeleri taniyan ¢esitli
antikorlar gelistirilmistir. Insan prostat karsinoma hiicrelerinde OPN’ye kars1 kullanilan
poliklonal antikorlarin tiimér biiyiimesini engelledigi, sicanlardan elde edilen murine anti-
human OPN’nin meme kanseri hiicrelerinde adhezyonu onledigi rapor edilmistir. Epitel
hiicrelerde adhezyonu inhibe etmek yoluyla apoptozun arttirildigr saptanmis ve bdylece
kanser hiicrelerinin adhezyonunun 6nlenmesinin (kan damarlar1 iginde) tiimor hiicrelerinde
apoptozu arttirabilecegi, boylece kanserin tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Zhao
ve ark, OPN geninin bulunmadigi kolon kanseri hiicrelerinde, OPN’nin sessiz kalmasi
(silencing) sonucunda sinyal yolakta asagt dogru VEGF(Vascular Endothelial Growth
Factor), MMP2(Metalloproteinase-2) ve MMP9(Metalloproteinase-9) ekspresyonlarinin
azaldig1 saptanmis olup, bu da klinik olarak kanser hiicresinin invazyonu, anjiyogenez ve
metastazin goriilmeyecegi anlamina gelmektedir. Ayrica, OPN’nin baglanarak sinyal yolag:
aktivasyonunu baglattig1 reseptorler olan CD44 ve a,fs-integrin proteinlerini hedef alarak
bloke eden antikorlar ile imit verici sonuglar elde edilmistir. Son olarak, bir RNA aptameri
(aptamer, oligoniikleotid veya peptid yapisinda bir molekiil olup, hedef genlere
baglanmaktadir) olan OPN-R3 kullanilarak bir ¢alisma planlanmis olup, OPN’nin sinyal ileti
yolaginda PI3K, INK1/2 (c-Jun N-terminal Kinase), Src (bir proto-onkojenik tirozin kinaz
grubudur. Cok hiicreli organizmalarda hiicreler arasi sinyal iletiminde rol oynarlar. Ayrica,
hiicresel biiyiime ve embriyonik gelisimin diizenlenmesinde rol oynadiklar: diisiiniilmektedir)
ve Akt molekiilleri, ayn1 zamanda ekstraselliiler matriksin par¢alanmasi yolunda 6nemli
molekiiller olan MMP2 ve MMP9 matriks metalloproteinaz molekiillerinin sentezinde 6nemli
azalmalar oldugu saptanmistir. Yine, in vitro bir modelde OPN-R3 aptamerinin meme kanseri
hiicrelerinde adhezyonu % 60, migrasyonu % 50 ve invazyonu % 65 oraninda azalttig1 ve in
vitro meme kanseri ksenograf (burada bir hiicrenin bir canlida tiimor olusturmasi anlaminda
kullanilmigtir) modelinde aptamerin tiimoriin lokal olarak ilerlemesini ve uzak metastazlari

onemli dl¢iide azalttig1 saptanmistir (Zhano ve ark., 2018).

Sonug olarak, OPN’nin hiicre adhezyonu, hiicre-hiicre etkilesimi, invazyon ve deneysel
sistemlerde tiimdr hiicrelerinin koloni olusturmasini tetikledigi ve bu molekiiliin tiimorlerde
prognostik bir belirleyici olabilecegini, metastazin kontrol edilmesinde tedaviye aracilik

edebilecek potansiyel bir belirleyici olabilecegini gostermektedir.
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2.7. ERK1/2 (Extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2) Yolag:

Protein kinazlar ailesi icindeki, MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) tim
okaryotik hiicrelerde ©nemli fonksiyonlara sahiptir. Birgok kanser tiirlinde, obesitede,
polikistik bobrek hastaliginda, Alzhemir’s hastaliginda, astim, kardiyo-vaskiiler hastaliklar
gibi durumlarda MAPK yolunun anormal regiilasyonu saptanmigtir. MAPK ailesinin en az
dort tiyesi tamimlanmistir: ERK 1/2, JKN, p38 ve ERKS. Her ne kadar, ERK aktivasyonunun
hiicrelerin survisi ve proliferasyonu ile ilgili oldugu kabul edilsede, bir¢ok ¢alismada bunun
hiicre tipine ve uyarana bagli oldugu, ERK’nin aktivasyonunun hiicre Oliimiine yol
acabilecegi rapor edilmistir. Bazi caligmalar, pro-/anti-apoptotik sinyallerin yogunlugu
arasindaki dengenin ve siirekliliginin, ERK1/2 molekiilii yoluyla iletilmesinin hiicreleri ya
proliferasyona veya apoptoza gotiirdiigii 6ne siirmiislerdir. Bununla birlikte, ERK aracilig ile

hiicre 6liimiiniin mekanizmas1 halen tam aydinlatilamamistir (Mebratu ve Tesfaigzi 2009).

ERK sinyal yolaginin aktivasyonu daha ¢ok hiicre membrani reseptdrii olan tirozin
kinaz reseptorleri, G-proteinleri ile ¢iftlesmis reseptorler ve iyon kanallar1 yoluyla aktive
olmaktadir. ERK1/2 aracilig: ile siirdiiriilen EMT, epitel hiicreleri, mezenkimal ve fibroblast
ozellikleri kazanirken kritik bir rol oynamaktadir. Boylece, hiicrelerarasi adhezyonun ve
hiicresel hareketliligin azalmasit ve hiicresel artmasi sirasiyla goézlenmektedir. Bu siireg,
kanser hiicrelerinin periferal dokulardan invazyonuna ve metastazina olanak verebilmektedir.
EMT kanser hiicrelerinin ila¢ tedavisinde direngli olmasinin nedenlerinden biridir

(Mehdizadeh ve ark., 2016).

2.8. PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) Sinyal Yolag:

PI3K lipid yapisinda bir molekiil olup, tirozin kinaz reseptorii aracilif ile siirdiiriilen
sinyal yolag ile iliskili olup, li¢ sinifa ayrilmaktadir. Sinif I PI3K, survinin siirdiiriilmesi,
mitojenik yanitlar, hiicresel proliferasyon, insiilin sinyal yolag: ve hiicre motilitesi gibi ¢oklu
hiicresel siireclerde 6nemli rol oynamaktadir. Boylece, kanserde 6nemli bir hedef olmaktadir.
Endometrial karsinom diinyada en yaygin goriilen genital sistem malignitesi olup, siklikla
progesteron tarafindan karsilanmayan yiiksek Ostrojen diizeyleri ve tiimor supresor bir gen
olan PTEN’in kaybu ile karakterizedir. Ostrojen, genlerin transkripsiyonel yolla baskilanmasi
yoluyla hiicre proliferasyonunu aktive etmektedir. Ostrojen, ayni zamanda ekstraselliiler

signal-regulated kinase ve PI3K/AKT sinyal yolagi gibi sinyal ileti yolaklarini aktive
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etmektedir. Bir c¢alismada, Ostrojenin endometrial kanser hiicrelerinde hizli, nono-
transkripsiyonel etkiler ile PI3K/AKT sinyal yolagin aktive edebildigi rapor edilmistir. Daha
onceki c¢alismalarda PI3K’nin endometrial kanserlerde hedef tedavi olabilecegi One
stiriilmiigtiir. PI3K/AKT yolunun cesitli genetik ve epigenetik degisimler yoluyla diizensiz
aktivasyonunun meme, over, akciger prostat ve endometrial kanserleri de kapsayan yaygin
goriilen kanserlerde bulundugu gosterilmistir. Akt ve diger efektdrler yoluyla PI3K yolunun
aktive olmasi hiicre dongiisiiniin regiilasyonu, hiicre canliligi, hiicre adhezyonu, motilite,
timor olugumu ile ilgili anjiyogenezde degisikliklere yol agmaktadir. Bu nedenle bu sinyal
yolaginin inhibitorlerinin, o6zellikle PI3K yolaginin dominat oldugu kanser tiirlerinde,
hiicrelerin stirvilerinin ve biiylimelerinin durdurulmasinda etkili bir anti-kanser tedavi edici
bir ajan olabilecekleri rapor edilmistir. Bununla birlikte, bu sinyal yolagin, normal fizyolojik
fonksiyonlarin  siirdiiriilmesi ig¢in gerekli oldugu ve PI3K inhibitorlerinin kullaniminin

ongoriilemeyen yan etkiler gelistirebilecegi one siiriilmiistiir (An ve ark., 2008)

2.9. Anjiyogenez Nedir ve Tiimér Olusumu Icin Neden Gereklidir?

Anjiyogenez, hali hazirda var olan kan damarlarindan, yeni kan damarlarinin olusumuna
verilen bir addir. Bu islem, yetiskinlerde ¢cok énemli olup, besin maddeleri, ¢esitli biiylime
faktorleri vemolekiiler oksijen tarafindan desteklenmektedir. Yetiskinlerde bu islemin var
oldugu durumlar; doku tamiri, hamilelikte goriildiigii gibi doku yenilenmesinde, menstriiel
dongilide rahim duvarlarinin yenilenmesinde, yara iyilesmesinde ve iskemiye (oksijenin
azaldig1t durumda) maruz kalan dokularin tekrar damarlanmasidir. Bununla beraber,
yetiskinlerde anjiyogenezin goriilmesi (yeni kan damarlarinin olusumu) kanser, romatoid
artrit, retinal neovaskiilerizasyon ve ateroskleroz gibi bir¢ok ciddi hastalikta goriilmektedir.
Kapiller kan damarlar1 endotel hiicrelerinden ve perisitlerden olugsmuslardir. Bu iki hiicre tipi
tiip yapilarminve tiim kan damarlari aginin olusumu icin tiim genetik bilgiyi tagimaktadir.
Spesifik anjiyogenik molekiiller bu siireci baslatmaktadirlar (Grant ve ark., 2002; Auerbach
ve ark., 2003).

1. Sitokinlere yanit olarak, endotel hiicreleri bazal membrani pargalar ve ekstraselliiler
bosluga yayilirlar
2.Endotel hiicreler boslukta olan yayilan hiicrelerin yerine gegerler

3. Hiicreler hedef bolgede bag dokusuna dogru gog ederler
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4.Yeni kan damarlarmi ve liimenleri olustururlar ve bazal membranmi salgilamaya

baglarlar

Her ne kadar vaskiiler sistem genellikle stabil ise de, herhangi yaralanmada ve tiimor
hiicresi olusumunda hizlica degisiklige ugramaktadir. Damarlarin stabilitesi li¢ temel hiicre
tipi tarafindan saglanmakta olup, bunlar endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve
fibroblastlardir. Hepsi de, sahip olduklar1 ekstraselliiler matriks ve bir¢ok sitokin ve biiyiime
faktorleri tarafindan diizenlenirler. Yeni kan damarlar1 olusumu, kilcal damar duvarinin ig¢
kisminda ve kapiller yataklardan sonra olugsmus olan, daha kiiciik damarlarda
gerceklesmektedir.  Endotel uyarildiginda ilk olarak proteazlar bazal membrani ve
cevresindeki yapisal bilesenleri parcalamaktadir. Daha sonra, hiicreler damar dis1 bolgeye goc
etmekte ve damar duvarinda uzanmis olan endotel hiicreleri ¢ogalmakta ve daha dnce goc
eden hiicreler ile yer degistirmektedir. Endotel hiicreleri yeni damar olusturmak {izere tekrar
organize olmaya baslamakta ve yeni olusan damar yapisim1 korumak {izere yeni bazal
membran salgilanmaktadirlar. Bundan sonra damar yapisi, stabilize olmaya baslamaktadir
Matrigel, bir bazal membran ekstrakti (Engelbreth-Holm-Swarm farelerinden elde edilmistir,
EHS) olup laminin igermektedir ve epitelyal ve ndronal hiicrelerin farklilagmasini
saglamaktadir. Insan endotel hiicreleri Matrigel (Otantik basal membran) iizerine konmus ve
yaklasik 20 saat sonunda organize olup tlipe benzer yapilar olusturdugu gozlenmistir. Hem
151k hem de elektron mikroskobunda, bu kapiller damarlara benzer ag yapilarinin liimenlere
sahip olduklar1 ve endotel hiicrelerin in vivo durumda bulunan damarlara benzer membran
ozellikleri gosterdikleri ilk olarak Grant ve ark.,(1991) tarafindan rapor edilmistir (Grant ve

ark., 1995; Arnaoutova ve ark., 2009).
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Sekil 5. In vitro anjiyogenez

Endotel hiicrelerinin (HUVEC) tiip olusturmasinin ortamdaki hiicre sayisina gore degisimi

gosterilmistir (Arnasoutova ve ark. 2009)

2.10. Anjiyogenezin Kanser Tedavisindeki Onemi

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar, proliferasyona ugrayan hiicreleri hizli bir sekilde
oldiirmek iizere olusturulmuslardir. ilag tedavilerinin normal dokular {izerindeki toksisitesi
gibi yan etkilerinden dolayi, bu ilaglarin yapiminda anti-tiimér etkileri bazen siirl
tutulmaktadir. Clinkii, normal hiicrelerin sabit bir yenilenme hizi olup, ¢ogalmamaktadirlar.
Kontrol edilemeyen hiicre ¢ogalmasi ise neoplazi durumlarinda en 6nemli ve kritik konu
olmaktadir. Hiicrelerde kansere donilisim basladiginda, normal dokular da doniisiime
ugramaktadirlar. Kilcal damarlarinin biiyimesinin, baska bir deyisle anjiyogenezin kontrol
edilmesi, yakin gelecekte kotii huylu tiimdrlerin tedavisini saglayacaktir. Anti-anjiyogenik bir
ilacin, sadece tiimdr hiicreleri damar yapisina ait olan endotel hiicrelerin biiyiimesini spesifik
olarak inhibe ederek, tiimoriin biiyiimesini engellemesi umulmaktadir, c¢linkii, normal
hiicrelerin kapiller endotel hiicreleri son derece yavas biiyiimektedir, halbuki tiimor
hiicrelerinin damarlar1 oldukg¢a hizli ve katlanan bir hizla biiyiime gostermektedir (Auerbach

ve ark., 2003)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Kullanilan Malzemeler

‘ Uriin
Fetal Bovin Serum (FBS), 100 ml
Bovin Serum Albumin (BSA),100 g
Penisilin-Streptomisin, 100X, 20 ml
Tripsin-EDTA (%0,25), 1X, 100 ml
L-Glutamine, 200 Mm, 100 ml
Gentamicin, 50 mg/ml
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), 500 ml
Dulbecco’s Phosphate Buffer
(DPBS), 500 ml, Ca™", Mg"™" free

Saline

Amphotericin B, 20 ml

Ishikawa Hiicre Dizisi

75°lik steril flask

25’1k steril flask

1,5 mD’lik steril eppendorf

15 mP’lik steril falkon

50 mP’lik steril falkon

Steril 12 kuyucuklu mikroplate
Pipet tek kullanimlik steril, 5 ml
Pipet tek kullanimlik steril, 10 ml
HUVEC Hiicre dizisi
Recombinant Human  Osteopontin
Protein, 50 mg

PI3K Human ELISA Kiti

ERK1/2 Human ELISA Kiti

Uriin Kodu
CP-16-1265
A-3059
P-4333
T-4049
G-7513
G-1397
CP16-1273

D-8537

A-2942

431464U

31434

3513

160510

4488
ATCC-PCS-100-040,
Lot No: 58769054
PKSH032000

E-0896Hu

E-4633Hu

Firma
Capricorn
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Capricorn

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
ADU-BILTEM
Corning

Orange Scientific
Axygen Quality
Orange Scientific
Sigma-Aldrich
Costar
Sigma-Aldrich
Costar

ATCC

Elabscience

Bioassay Technology
Laboratory

Bioassay Technology
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Laboratory

MTT  (Thiazolyl Blue Tetrazolium | 298-93-1 Sigma-Aldrich
Bromide), 100 mg

ITS (Insulin/Transferrin/Selenium) | 41400045 Gibco

dTS-G)

EBM (Endothelial basal medium), 500 | B1520 Merck

ml

BME (Basal membrane extract), | 3532-001-02 Merck

growth factor reduced, 5 ml
ECGS (Endothelial cell growth 211F-GS Merk

supplement), S ml

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Inkiibator, Nuaire

Biyogiivenlik Kabini (2.seviye), Heraeus

Invert Mikroskop, (Olympus CK40)

UV-Visible Multiskan Spektrofotometre, (Diagnostik Automation, Inc)
Sogutmali Santrifiij (15 ml falkon i¢in), Hettich D78532

Sogutmal1 Santrifiij (eppendorf i¢in), Eppendorf 5415R

Mikroplate Shaker (1sitmali), Eksper HT

Mikroplate Yikayici, Eksper

EVE™ Otomatik Hiicre Sayim Cihazi, NanoEnTek

Epoch Mikroplak Okuyucu, BioTek

3.2. Yontemler

3.2.1.HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell) Hiicreleri Temini ve Ekimi

HUVEC primer hiicre hatlar1 (ATCC-PCS-100-040, Lot No: 58769054) insan gébek kordonu
hiicrelerinden elde edilmis olup, ATCC’den (American Type Culture Collection, 10801
University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, USA) tedarik edilmis olan ve -196 °C’de

saklanmig olan hiicre stoklarindan elde edilmis olup 2. ve 3. pasajlar kullanilmigtir.
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Resim 1. HUVEC hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriintiisii (1. Pasaj)

HUVEC hiicrelerinin besiyerinin hazirlanmasi ve hiicrelerin canliliginin siirdiiriilmesi Grant
ve ark., (2002), Auerbach ve ark., (2005) metodlarina gore yiiriitiilmiistiir (Grant ve ark.,.
2002; Auerbach et al. 2003)

* 500 mL M199

* 100 mL FCS veya FBS (% 20)
* 100 mg ECGS (20 pg/ml)

* 5 ml Glutamine

e 250 ul Heparin (5 U/ml)

* 5 mL Penisillin/Streptomycin
* 5 mL Fungizone

¢ (0.5 mL Gentamicin

1. 5mL M 199, 100 mg ECGS igeren sisenin i¢ine konulur ve eritilir.

2. 250 mL’lik steril sise icine 100 mL FCS, 5 mL glutamine, 5 mL
penisillin/streptomycin amphoterin B, 0.5 mL gentamisin, 250 pL heparin konur.

3. Bu karisim i¢ine, daha once M 199 ile ¢oziilen 5 mL’lik ECGS ¢d6zeltisi eklenir.

4. Tiim icerik 0.22 mikron filtreden geg¢irilerek steril edilir ve M199 igine eklenir.

5. Steril hale gelmis olan HUVEC hiicre besiyeri 50 mL’lik steril konik tiipler i¢ine

porsiyonlanarak kullanima hazir hale getirilir ve +4°C ye konur.
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3.2.2. Ishikawa (ISH) hiicre hatlarinin temini ve hiicre ekimi

Ishikawa hiicreleri iyi diferansiye olmus insan endometrial adenokarsinombhiicreleridir.
Hem hiicre kiiltlirlerinde hem de tiimor olusumunda Gstrojen ve progesteron reseptorlerinin
pozitif oldugu saptanmustir. Calismamizda kullanilan hiicreler Adnan Menderes Universitesi
Bilim ve Teknoloji Merkezi (BILTEM) laboratuvarinda -196 °C sivi azotta saklanan Tibbi
Biyokimya AD Ogretim Uyesi Prof.Dr. Cigdem YENISEY’in hiicre stoklarindan elde
edilmigstir. Hiicreler, MEM (Minimum Essential Medium Eagle Medium) + 2 mM glutamin +
% 1 NEAA (non essential amino acids) % % 5 FBS (fetal bovine serum) + penisilin (100
U/ml) + streptomisin (100 pg/ml) i¢inde biiyiitilmiis olup, hiicreler % 80-90 sikliga

eristiklerinde ¢aligmalar yapilmistir.

ISH Hiicreleri Icin Medium Hazirlanmasi
* 500 ml MEM (Minimum Essential Medium Eagle Medium)
* 50 ml FBS (fetal bovine serum)
* 5 ml Penisilin-Streptomisin (100 U/mL)
* 5 ml Gentamicin (100 U/mL)

* %1 NEAA (non-essential amino acid)

Resim 2. ISH hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriintiisii

23



3.2.3. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Onceden dondurulmus olan (-196 °C, s1v1 azot tankinda) primer endotel hiicreleri olan
HUVEC ve Ishikawa endometrial kanser hiicre dizisilerinin sivi azottan ¢ikarilmasi ve kiiltiir
ortamina uygun prosediirleri takiben ekilmesi agamasini igermektedir. Bunun i¢in dnceliklesu
banyosu 37 C’ye 1sitilir, medyumlarin yani hiicre kiiltiir ortamumim 1sisimn su banyosunda
37°C’ye gelmesi saglanir. Hiicreler sivi azot tankindan, -196 C’den ¢ikarilir ¢ikarilmaz 37
C’lik su banyosunda hizla ¢oziiliir. Hiicreler ¢oziildiikten sonra tiip kapag1 %70’lik alkol ile
silinir. 15 mL’lik santrifuj tiipiine aktarilip iizerine 5 ml 37 C’de 1sitilmis taze besiyeri
yavagca eklenir ve agz1 sikica kapatilir. 1100 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. Siipernatant
pipetle aspire edilir ve atilir. Coken hiicre pelleti lizerine Sml yeni ortam besiyeri eklenir ve
pipetaj ile hiicreler iyice siispanse edilir. 25 cm® ’lik flasklara aktarilir. Hiicrelerin homojen
dagilip dagilmadigi invert mikroskop altinda incelenir. %5’lik CO, inkiibatoriine kaldirilir.
Ertesi giin invert mikroskop altinda hiicre canlilifi incelenir. Hiicreler adherent yapida
olduklar1 i¢in canli hiicreler flask tabanma tutunmus haldedirler. Olii hiicre ve artiklarin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in eski ortam mediumu aspire edilir ve uzaklastirilir, 6 ml yeni
ortam besiyeri eklenir. Flask doluluk orani %80-90 araligmna ulastigi zaman 75 cm®lik

flasklara aktarilmak iizere pasajlama islemi gerceklestirilir.

3.2.4. Hiicrelerin Sayilmasi ve Canhilik Kontrolii

Her hiicre bdliinmesinde yani pasaj isleminde hiicrelerin canlilii tripan mavisi boyasi
(Biological, Israil) ile kontrol edildi. Lam {izerine 10 p hiicre siispansiyonu ve 10 ul tripan
mavisi koyularak karigtirildi. EVE™ Automated Cell Counter, NanoEnTek hiicre sayim
cihaz1 kullanilarak hiicreler otomatik olarak sayildi ve canli hiicrelerin (boya almayan
hiicrelerin) ylizde oran1 hesaplandi. Hiicre sayim cihazi 1 ml’de ne kadar hiicre oldugunu ve
hiicre canlilik ylizdesini otomatik olarak hesapladigi i¢in cihazdaki veriler 3 tekrarli olarak

Olciilerek ortalamasi alindi.
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Resim 3. Otomatik hiicre sayim cihazi ve Thoma lam

3.2.5. Timor Hiicreleri Ortam Medyumlarinin Elde Edilmesi

6 kuyucuklu plak i¢ine yaklagik 125.000 hiicre ekilmis olup, yaklasik %80-90 doluluga
ulasgtiginda iistlerindeki FBS iceren medyum atilmistir. Daha sonra FBS igermeyen medyum
icinde ¢oziinmiis olan OPN’nin farkli konsantrasyonlarini iceren medyumdan ilgili her
kuyucuga 600 pL eklenmis olup, 48 saat sonunda hiicrelerin iistiindeki medyum toplanmis ve
0.22 mp kalmliginda filtreden gecirilmis ve daha sonra kullanilmak iizere steril ependorflara

konulmus ve dondurulmustur.

3.2.6. MTT Deneyi ile Hiicre Proliferasyonunun Saptanmasi

96 kuyucuklu plak i¢inde her kuyucukta 10.000 Ishikawa hiicresi olacak sekilde 100 pl
bliylime medyumu olan Minimum Essential Medium Eagle Medium (MEM) i¢inde ekildi
(Resim 5). Hiicreler 37 °C’de % 5COsigeren enkiibatorde 24 saat bekletildi. 24 saatin
sonunda medyum aspire edildi ve 100 pl serum igermeyen aynt medyum i¢inde hazirlanan
OPN’nin farkli konsantrasyonlarini igeren (0, 100, 200, 300 ve 400 ng/mL) ve FBS icermeyen
medyum ile hazirlanmis ¢ozeltiler kuyucuklara eklendi. 24, 48 ve 72 saat sonra
kuyucuklardaki medyum aspire edildi ve MTT ¢dzeltisi (serum igermeyen medyum iginde 0.5
mg/ml olacak sekilde hazirlanmig) 100 pl olacak sekilde kuyucuklara eklendi. Plaklar 2 saat
37 °C’de % 5 CO; enkiibatorde bekledikten sonra (2-4 saat arasi) kuyucuklarin dibinde
formazan olusumu gozle goriilir hale gelmektedir (Resim 6). Iki saatin sonunda

kuyucuklardaki ¢ozelti dikkatli bir sekilde alindi ve lizerine olusan formazanin ¢oziilebilmesi
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icin 200 pul DMSO eklendi ve 15 dakika oda 1sisinda formazanin ¢oziilmesi ve homojen
dagilim saglanmasi i¢in mikroplak calkalayicida calkalandi. Bu siirenin sonunda mikroplak

okuyucuda 570 nm’de absorbans okumalar1 yapildi.

Calismamizda kontrol olarak sadece biiyiime medyumu igeren kuyucuklardaki Ishikawa
hiicrelerinin olusturdugu rengin absorbansi Olgiildii (GM). Ayrica, tezin Ornek alindigi
calismada 0 ng/mL OPN igeren bir ¢calismast da yapilmis olmasi nedeniyle, bir kuyucuga da
serum igermeyen (FBS) medyum ¢6zeltisinden eklendi. Bu ¢alismada iki kontroliin olmasi ise
sOyle aciklanabilmektedir; bilindigi gibi hiicreler biiylirken mutlak suretle seruma ihtiyag
duymaktadirlar ve serum da tiim biiyiime faktorlerini ve proteinleri igcerdigi i¢in, bir maddenin
etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in serum icermeyen medyum ile ¢alisilan bir 6rnegin de dahil
edilmesi gerekmektedir. OPN’nin tiim konsantrasyonlar1 FBS i¢ermeyen medyumlar ile
hazirlanmigtir. Calismalar, ayni konsantrasyondaki maddeler ile 3 farkli glin 8 ornek ile
tekrarlandi ve her bir maddenin hiicre canliligina olan etkisinin istatistiksel olarak

gosterilebilmesi i¢in 24 verinin ortalamasi kullanildi.

Principle
MTT ASSAY

L]

(Cell Viability %,

b}

Assay)

Canl olan hiicrelerin mitokondrisi boyay
almakta olup. olusan bu renk
spektrofotometrede  &lgiilmektedir.  Hiicre
canlihg azaldik¢a renk azalmaktadir.

Resim 4. MTT hiicre canlihigl deneyinin sematik olarak gosterilmesi
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Resim 6. MTT cozeltisinin olusturdugu formazan
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Resim 9. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan mikroplak okuyucu
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3.2.7. Migrasyon (invazyon) Deneyi

Hiicre migrasyonu ve invazyonu aslinda ¢ogu zaman ayni ¢alisma i¢in de kullanilan bir
terim olmakla birlikte, bu iki terimi birbirinden farkli ele alan yayimlar da bulunmaktadir.
Migrasyon hiicre gécli anlaminda kullanilmakta olup, farkli deneyler ile gosterilebilmektedir.
Ayni sekilde, invazyon da hiicrenin yayilimi yani bir anlamda gogii olup, yine ayni deneyler

kullanilarak degerlendirilmektedir.

Resim 10. Migrasyon Deneyi (A) cizgi yontemi; (B) insert kullanilmis

Bu deneyin amaci, maddelerin anjiyogenik ya da anti-anjiyogenik etkilerinin
aragtirtlmasidir. Bunun icin 6 kuyucuklu plak i¢ine hiicreler ortalama 125.000 hiicre olacak
sekilde ekilirler. Kuyucuklar i¢cindeki hiicreler yaklasik %90 sikliga ulastiginda steril bir pipet
ucu yardimi ile ortadan ikiye ¢izgi ¢ekilir. Daha sonra OPN’nin farkli dozlar1 eklenir ve her
12 saatebir kontrol edilir. Hiicrelerin birbirlerine yaklagmasi yani migrasyonu resimlendirilir.

Biz en iyi sonucun gelistigi 48. saate kuyucuklardan resim aldik ve ¢alismay1 sonlandirdik.

Insert (altinda siizgec gibi cok kiigiik gozenekleri olan ve o hiicreye ozel por iceren
siizgeg) kullanilarak yapilan migrasyon c¢alismasi HUVEC ya da farkli endotel hiicreleri
iizeride daha cok gerceklestirilen bir ¢alisma olup, buradaki amag tiimdr hiicrelerinden
salgilanan biiytime faktorlerinin ve sitokinlerin endotel hiicrelerindeki gocii nasil etkiledigi ve
metastaz olusumuna olan katkisinin arastirilmasidir. 6 kuyucuklu plak iginde yapilan
migrasyon caligsmalarindaamag, inhibitdr ya da aktivatdor maddenin tiimor hiicresi tizerindeki

anti-tlimoral etkilerinin gdsterilmesidir.
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Calismamiz, HUVEC ve Ishikawa hiicrelerini kullanarak OPN’nin hiicreler tizerindeki
proliferatif etkilerinin nasil degistiginin arastirtlmasidir. HUVEC hiicrelerinde migrasyonu
degerlendirmek i¢in OPN’nin en diisik ve en yliksek OPN dozu olan 400 ng/mL
kullanilmistir. Bilindigi gibi endotel hiicreleri anjiyogenik bir madde etkisi ile Once
proliferasyona ugramakta, sonra migrate etmekte, invazyon ve sonucunda yeni kan damarlari
olusturmakta yani anjiyogeneze neden olmaktadir. Bu calismanin aynisi Ishikawa hiicreleri

ile yapilmis olup, OPN’nin (400 ng/mL) 48 saat sonraki migrasyondaki etkileri gosterilmistir.

Resim 11. Migrasyon deneyi plag:

~ Migration Assay

Cell culture inserts

(8 um pore)
Med 199
1% BSA
6 hrs
HUVEC
200,000
CELL MIGRATION TO THE
TUMOR CONDITIONED OTHER SIDE OF THE FILTER

MEDIUM

Sekil 6. Migrasyon deneyinin sematik olarak gosterilmesi
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Oncelikle, 24 kuyucuklu plak igine yerlestirilmis olan (Resim 12) 8 pm gozeneklere
sahip insertin igine HUVEC hiicreleri 200 pl biiylime medyumu iginde ekilmis ve lizerine 200
ul daha Med199 + %1 BSA ¢ozeltisi eklenmistir. Insertler 24 kuyucuklu plaga konmadan
once, kuyucuklara 100 ve 400 OPN ile enkiibe edilmis Ishikawa hiicrelerinden elde edilen
ortam medyumlarindan 600 pl konmus olup, insertler bu kuyucuklara yerlestirilmislerdir. 6
saat sonra migrasyon gozlemlense de biz calisma kosullarimizdan dolay:1 yaklasik 12 saat
sonra insertleri ¢ikardik. Cikarilan insertler, dnce 2 kez DPBS ile yikandi, sonra taze
hazirlanmis % 3.7’lik formaldehit ile 15 dk enkiibe edildi ve tekrar 2 kez DPBS ile yikandi ve
Giemsa boyasi ile 5 dk boyand1. Sonra, yaklasik 20 dk oda sicakliginda methanol ile hiicreler
fikse edildi ve tekrar 2 kez DPBS ile yikand. Insertlerin icinde kalan ve gozeneklerden

gecmemis hiicreler bir kulak pamugu yardimai ile temizlendi ve farkli alanlardan resim ¢ekildi.

Resim 14. Migrasyon deneyinde kullanilan insert
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3.2.8. In VitroAnjiyogenez (In vitro Tube Assay) Deneyi

In vitro anjiyogenez, baska bir deyisle in vitro tiipe benzer yapilarmn olusturulmasi, yani
insan viicudundaki damar yapilarinin olugmasmin Orneklenmesi, timor ortam besiyeri
kullanilarak endotel hiicrelerinin (HUVEC) kapiller damarlar1 olusturmasit Grant ve ark.,

(2002) metodu kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bu denemede amacimiz soyle 6zetlenebilir;

Bilindigi gibi tiimor hiicreleri basta VEGF, bFGF, EGF olmak iizere ¢esitli biiylime
faktorleri salgilamakta ve tliimor ortam medyumunda bu biiylime faktorleri bulunmaktadir.
Grant ve ark., (2002) damar endotel hiicrelerini bazal membrane matriks iizerine ekmisler ve
bu hiicrelerin hizlica birbirlerine tutundugunu, uzandigini ve kapiller damarlara benzer yapilar
olusturdugunu gdzlemlemislerdir. Bu hiicreler ¢ogalmamakta olup, primer endotel
hiicrelerinin 6-20 saat iginde bu yapilarim1 tamamladigini gostermislerdir. Kapiller tiip
yapilarinin olugmasi sadece endotel hiicrelerine 6zgii bir durum olup, diger hiicre tipleri farkli
yapilar olusturmaktadirlar. Farkli dokulardan endotel hiicreler elde edilebilmektedir. Bu tiip
yapilarinin olugsmasi ayn1 zamanda oSlgiilebilir olup (tiip yapilarinin uzunlugu, tiip dallanma
bolgelerinin sikligt v.b) bu yontem ile anjiogenik ve antianjiogenik faktorlerin damar
olusmasinda ve tiimorlerin  yayilim  gostermesindeki etkilerinin  anlasilmasinda,
anjiyogenezdeki etkili mekanizmalarin anlasilmasinda iyi bir model olusturdugu belirtilmistir.
Bu model sistemi in vitro olarak damar olusumlarmin  gosterilmesinde

kullanilmaktadir(Auerbach ve ark., 2003; Kleinman ve Martin 2005).

Cesitli calismalar hiicrelerin bazal membran ile temas halinde olduklarinda
diferansiyasyona ugradiklar1 gosterilmistir. Endotel hiicreleri tlibe-benzer yapilar
olusturmakta ve bu morfolojik diferansiyasyon anjiyogenik ve anti-anjiyogenik bilesiklerin
etkilerini incelemek i¢in hizli ve giivenilir bir test olmaktadir. Tiip olusumu 16-18 saat i¢cinde
tamamlanmaktadir. Hiicreler baslangicta ekildikleri yerden hareket ederler, tekrar
diizenlenirler ve birbirleri ile birlesirler. Hiicreler ayn1 zamanda lateral hiicre-hiicre etkilesimi
gostermekte olup, silindirik bir yap1 gostermekte ve tipki damar olusumuna benzemektedirler.

Bu multiselliiler olusum “tiip olusumu (tube-formation)” olarak adlandirilmaktadir.

Hazir ticari olarak satilan bazal membran -20°C’de donmus bir halde bulunmakta olup,
+4°C’de siv1 halde, 37°C’de ise kati jel hale doniismektedir. Bu nedenle, 24 kuyucuklu plak

ile calisirken plaklar ve pipet uclar1 daha dnceden buzdolabinda sogutulmustur. Matrigel oda
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1is1sinda kat1 hale basgladigindan ve 37 °C’de kat1 bir jel haline gegtiginden ve bu halden sonra

tekrar sivi hale gegemediginden, calisma buz icinde gergeklestirilmis, plaklar daha sonra

enkiibasyona birakilmistir.

™

BME, TYPE

centration: 154

atalog # 353240

B Lot ## 3892
5 ml

¥ Store at 80

Resim 15. Ticari olarak satilan Basal Membran Ekstrakti (Matrigel)

Calismanuzda ticari olarak satin alinan asagidaki maddeler kullanilmistir;

1.EBM (endotelyal bazal medium)

2.BSA (bovine serum albumin)

3.ITS (Insiilin/Transferrin/Selenium). Insulin polipeptid yapisinda bir hormon olup,
hiicrelerin glukozu almasini tesvik etmekte ve mitogen olarak etki etmektedir.
Transferrin, demir tasiyict bir protein olup, demir gerekli bir iz elementtir, fakat
serbest haldeki hali toksik olabilmektedir. Bu nedenle serumda bunun baglh formu
olan transferrin kullanilmaktadir. Selenyum da, bir iz element olup, normal halde

viicutta serumda bulunmakta ve hiicreleri desteklemektedir.

HUVEC hiicreleri ile tiip yapilarin olusturulmasi

1.96 kuyucuklu plaklarda belirlenen kuyucuklara 50 pl matrigel kondu
2.Plak 30 dakika 37°C’de/%5 CO;’li etiivde enkiibasyona birakildi.

3.Enkiibasyon sonunda kuyucuklara 200 pl serum igermeyen besiyeri (EBM c¢ozeltisi
icinde % IBSA ve %1 ITS) kondu.
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4.Hemen ardindan kuyucuklara 100 pl M199 ¢ozeltisi icinde yaklasik 30,000 HUVEC

hiicresi ekildi.

5.Bir saat 37°C’de%5 CO>’li etiivde enkiibasyondan sonra kuyucuklara daha dnce timor
hiicrelerinden elde edilen Ishikawa hiicresi (OPN igeren ve igermeyen) ortam
medyumlarindan 100 ul kondu.

6.Plak 37°C’de/%5 COy’li etiivde 16 saat enkiikasyondan sonra besiyeri dikkatlice

dokiildii ve invert mikroskopta resimleri ¢ekildi.

Tube Assay on Matrigel

With Tumor Cells With Conditioned Medium

3 um cell culture insert

Tumor conditioned medium

" Tumor
"
eSS oY Cells Sy

HUVE RRBRGT
40,000

55

L
§

o

Matrigel

EBM+BSA+GMSG

Sekil 7. In vitro tiipe benzer yapilarin olusturuldugudeney diizenegi
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3.2.9. Tiumor Hiicreleri Ortam Medyumunda PI3K ve ERKI1/2 Molekiillerinin

Saptanmasi

Timor hiicreleri ortam medyumunda (conditioned medium, CM) tiim belirleyicilerin
diizeyleri ticari olarak satilan human ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) kitleri
ile saptanmistir. Ornekler antijen kapli plagin kuyucuklarma konmakta, 37 °’de enkiibe
edilmekte, daha sonra antikor eklenmektedir. Yikama basamaklarindan sonra substrat
soliisyonu eklenir ve mavi renkler olustuktan sonra reaksiyonu sonlandirici reaktif eklenmekte
ve olusan sar1 renk mikroplak okuyucuda (ELx800) 450 nm’de okunmaktadir. Orneklerdeki,
konsantrasyonlar kitin i¢inden ¢ikan standartlar yardimi ile cihaz tarafindan cizilen grafikten

otomatik olarak hesaplanmaktadir.

Kitin i¢inden ¢ikan standart kullanilarak, ELISA okuyucusunda otomatik olarak grafikler
cizdirilmis ve grafiklerin R degerleri PI3K i¢in R-Square= 0.9997 ve ERK1/2 i¢in R-Square=
1.000 olmasi testin hassas ve tekrarlanabilir sonu¢ verecek sekilde calisildiginin bir kaniti

olmaktadir.

-~ ———Y
Plaklar 37°C’de enkiibe edildi Plaklarin okundugu mikroplak okuyucu

Resim 16. ELISA’da kullanilan enkiibator ve mikroplak okuyucu
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Stop soliisyonu eklendiginde olusan sari renk 450 nm’de ol¢iildii Standart eﬁrin sonuglar saptandi

Resim 17. PI3K molekiiliiniin ELISA deneyi resimleri

Hiicre ortam medyumlarinda PI3K (Phosphotylinosital 3 Kinase) diizeylerinin saptanmasi i¢in
ticari olarak satilan Human ELISA kiti kullanild1 (Bioassay Technology Laboratory, Katalog
No: E-0896Hu). Testin sensitivitesi 0.13 ng/mL, saptama aralig1 (standart egrinin aralig1) 0.2-

70 ng/mL olarak verilmistir.

36



200 40 400 480 1000 X0 1400 W8) 13 XA 0 4
Comcend e

Pt (3« 0601711+ NG 0
A3 BBt 308 D1 180 A =1

Wﬁ"ﬂeﬂ'ﬂz

Stop solusyonu eklendiginde olusan sar renk 450 nm’de olgiildii ~ Standart egriden sonuglar saptand:

Resim 18. ERK1/2 molekiiliiniin ELISA deneyi resimleri

Hiicre ortam medyumlarinda ERKI1/2 (Extracellular Signal Regulated Kinase 1/2)
diizeylerinin saptanmasi i¢in ticari olarak satilan Human ELISA kiti kullanild1 (Bioassay
Technology Laboratory, Katalog No: E-4633Hu). Testin sensitivitesi 10.98 ng/mL, saptama
araligi (standart egrinin araligi) 20-4000 ng/mL olarak verilmistir.

3.2.10. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25 (Released 2017,
Armonk, NY: IBM Corp.) paket programinda gerceklestirildi. Niimerik degiskenlerin Normal
Dagilima uyumlari, Tek Yonlii Varyans Analizinden elde edilen artik degerler iizerinden
kontrol edildi. Bu amagla yontem olarak Kolmogorov-Smirnov (n>50) yada Shapiro-Wilk
(n<50) Testi kullanildi. Varyans homojenligi Levene Test ile incelendi. OPN (ng/mL)
diizeyleri arasinda coklu karsilastirmalar i¢in F (varyanslar homojen ise) yada Welch
(varyanslar homojen degil ise) istatistigi kullanildi. Ikili karsilastirmalar Tukey HSD (F-Test
sonrasi) yada Dunnett T3 (Welch Test sonrasi) yontemleri ile gergeklestirildi. Tiim hipotez

testleri a = 0.05 6nem seviyesinde uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1.Hiicre Proliferasyonu Sonug¢lar:

Resim 19. Ishikawa hiicrelerinin OPN etKkisi ile proliferasyonunun gosterilmesi

Plaklardaki siralarin agiklamasi soyledir; K (GM): Kontrol olup Ishikawa hiicreleri
normal FBS igeren biiyiime medyumunda biiyiitiilmektedirler; K (CM): Ikinci kontrol olup,
yine Ishikawa hiicreleri biiyiitiilmiistiir, fakat icinde hem FBS hem de OPN yoktur; 100, 200,
300 ve 400 ng/mL OPN olup, eklenen OPN miktarlarin1 gostermektedir.

Resimden de goriildiigii iizere Ishikawa hiicreleri tizerinde OPN’nin etkisinin 300 ve
400 ng/mL’deki dozlarda daha etkili olarak gostermistir. Bunu da, sdyle yorumluyoruz.
Timor hiicreleri malign 6zellikte olmasindan dolay1 her ne kadar ¢ogu epitelyal formda
oldugunu diisiinsek de, transformasyona ugramis hiicreler olup, OPN’nin daha diisiik dozlarda

bu hiicrelerin proliferayonunu arttirmasini beklemiyorduk.
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Tablo I. ISH hiicresi + OPN proliferasyon sonug¢lar:

OPN Konsantrasyonu | 48. saat

(ng/mL) (Ortalama deger + SD)
Kontrol (GM) 0.147 + 0.035°

0 0.153 + 0.028°

100 0.182 + 0.022°

200 0.536 + 0.022¢

300 1.269 + 0.146°

400 2.804 +0.514

p<0.001 aile d,e ve f kiyaslandiginda
p<0.001 b ile d,e ve f kiyaslandiginda
p<0.001 c ile d,e ve f kiyaslandiginda
p<0.001 d ile e ve f kiyaslandiginda
p<0.001 e ile f kiyaslandiginda

Tablodan da goriilecegi tlizere Ishikawa hiicreleri iizerinde OPN’nin etkileri
incelendiginde, kontrol ve hi¢ OPN eklenmeyen gruplar ile 200, 300 ve 400 ng/ml OPN
verilen gruplar arasindaki ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur. Yine, 100 ng/mL OPN eklenen grup ile 200, 300 ve 400 ng/mL OPN eklenen
grup arasindaki fark,200 ng/mL OPN eklenen grup ile 300 ve 400 ng/mL OPN eklenen grup
arasindaki fark ve 300 OPN eklenen ile 400 OPN eklenen grup arasindaki fark istatistiksel

acidan anlamli bulunmustur.
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Grafik 1. ISH hiicrelerinde OPN’nin proliferasyona etkisinin grafiksel gosterilisi

Bu nedenle, endotel hiicrelerinde bu c¢alismanin tekrarlanmasinin ve OPN’nin malign
transformasyona ugramamis ama anjiyogenez olusumunda en onemli hiicreler olan primer
epitel hiicrelerdeki doniisiime etkisini aragtirmak istedik. Bunun i¢in, insan gdbek kordonu
ven hiicresi olan ve in vitro anjiyogenezin modellenmesinde siklikla kullanilan bir hiicre dizisi

olarak HUVEC ile ¢alistik.

Resim20. HUVEC hiicrelerinin OPN etkisi ile proliferasyonunun gosterilmesi
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Plaklardaki siralarin agiklamasi soyledir; K (GM): Kontrol olup HUVEC hiicreleri normal

FBS iceren biiyiime medyhumunda biiyiitiilmektedirler; K (CM): ikinci kontrol olup, yine
HUVEC hiicreleri biiyiitiilmiistiir, fakat icinde hem FBS hem de OPN yoktur; 100, 200, 300
ve 400 ng/mL OPN olup, eklenen OPN miktarlarini géstermektedir.

Tablo II. HUVEC+ OPN proliferasyon sonuclari

OPN Konsantrasyonu | 48. saat

(ng/mL) (Ortalama deger + SD)
Kontrol (GM) 0.059 + 0.008"

0 0.063 0.011°

100 0.635 +0.103°

200 0.675+0.115°

300 1.358 +0.216°

400 2.536 + 0.622"

p<0.001 aile c, d,e ve f kiyaslandiginda
p<0.001 b ile c, d,e ve f kiyaslandiginda
p<0.001 c ile e ve f kiyaslandiginda
p<0.001 dile e kiyaslandiginda

p<0.01 d ile f kiyaslandiginda

p<0.01 e ile f kiyaslandiginda

Tablodan da goriilecegi ilizere HUVEC hiicreleri {izerinde OPN’nin etkileri
incelendiginde, kontrol ve hi¢ OPN eklenmeyen gruplar ile 200,300 ve 400 ng/ml OPN
verilen gruplar arasindaki ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel acidan anlaml
bulunmustur. Yine, 100 ng/mL OPN verilen grup ile 300 ng/mL OPN verilen grup arasindaki
fark, 200 ng/mL OPN verilen grup ile 300 ve 400 ng/mL OPN verilen gruplare arasindaki
fark ve 300 ng/mL OPN verilen grup ile 400 ng/mL OPN verilen grup arasindaki fark

istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.
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Grafik 2. HUVEC hiicrelerinde OPN’nin proliferasyona etkisinin grafiksel gosterilisi

4.2.Migrasyon (Invazyon) Deneyi Sonuglar

Ishikawa Kontrol 48. sat

Resim 21. ISH (kontrol) hiicrelerinin migrasyonu
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Resimden de goriildiigii lizere, isaretlenen ¢izgiler dikkate alindiginda 0. Saat ile 48.
Saat arasinda Ishikawa hiicrelerinin pipet ucu ile yaptigimiz agikligi kapatmaya calistig1 ve
hiicrelerin go¢ ettigi goriiyoruz. Kaldi ki, tiimor hiicreleri i¢in bu beklenen bir durum olup,
tiimor hiicreleri gé¢ etme ve yayilim gdsterme kapasitesine sahip olduklari i¢in bu beklenen
bir durumdur. Laboratuvarimizda kamera sistemimizde bu agikligi Olgebilecek yazilim

olmamas1 nedeniyle aradaki mesafe rakamsal deger olarak verilememistir.

I[shikawa + OPN 400 ng /mL 48. saat

Resim 22. ISH hiicrelerinin migrasyonuna OPN (400 ng/mL) etkisi

Ishikawa hiicrelerine 400 ng/mL OPN eklendiginde 48. saat sonunda aradaki mesafenin
cok daha fazla kapandigini, baska bir deyisle hiicrelerdeki gociin arttigi gosterilmistir. Bu
durum OPN’nin hiicrelerde maligniteyi arttirdigin1 ve mezenkimal doniisiimii tesvik ettigini

gostermektedir.
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Resim 23. HUVEC hiicrelerinin migrasyonuna OPN (400 ng/mL) etkisi

OPN’nin farkli dozlarimin HUVEC hiicrelerinin migrasyonuna etkisi arastirildiginda;
kontrol yani hiicrenin kendi medyumu iceren ve OPN eklenmemis durumunda hiicrelerde 48
saat sonra bir gociin olmadigi, fakat 400 ng/mL OPN eklendiginde hiicrelerin gdclerinin

artt1ig1 mezenkimal doniisiimiin tetiklendigi goriilmektedir.

HUVEC+ 100 ng/mL OPN

HUVEC+ 200 ng/mL OPN  HUVEC+ 300 ng/mL OPN HUVEC+ 400 ng/mL OPN

Resim 24. insert kullanilarak yapilan HUVEC migrasyon deneyi
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HUVEC hiicresi ile yaptigimiz diger migrasyon deneyinde ise, hiicre sayilarinin kamera
sisteminde yazilim olmamasi nedeni ile sadece resimler ile degerlendirme yapilabilmektedir.
Fotograflardan goriildiigli lizere OPN eklenmeyen kendi biiyiime medyumu ile ektigimiz
HUVEC kontrol grubunda hiicrelerin hemen hi¢ migrasyona ugramadigi goriilmektedir.
Hiicrelerin insertlerin gdzeneklerinden gecip migrasyona ugradigi, insertlerden c¢ekilen
resimden gozlenmektedir. OPN’nin en diisiik konsantrasyonu olan 100 ng/mL diizeyin de
dahi insertlerden ¢ekilen goriintiilerde hiicrelerin oldugu saptanmistir. Boylece, OPN’nin
endotel hiicrelerinde gocii stimiile ettigi ve anjiyogenezi yani yeni kan damarlarin olusumunu

tetikleyebilecegi ve boylece metastaz olusumuna katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

4.3. In vitro Tiip Olusumu (Angiogenez) Sonuclari

HUVEC kontrol - ~ HUVECkontrol

Resim 25. HUVEC (Kontrol); OPN eklenmeden tiip yapilarinin olusmasi
HUVEC hiicreleri, endotel hiicreleri olup Matrigel lizerinde (Gtantik bazal membran)

16-18 saat i¢inde tipki kan damarlar1 gibi tiipe benzer yapilar olusturmakta olup, bu deney in

vitro anjiyogenez olarak adlandirilmakta ve ila¢ arastirmalarinda, maddelerin anti-tiimoral
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etkilerinin incelenmesinde kullanilmaktadir. Yukaridaki resimde HUVEC hiicrelerinin

Matrigel lizerinde 16-18 saat sonraki olusturdugu tiip yapilarini gostermetedir.

HUVEC kontrol

HUVEC + 400 ng/mL OPN
Resim 26. HUVEC hiicrelerine 400 ng/mL OPN eklendikten sonra anjiyogenez

Yukaridaki resimlerden de anlasilacagi iizere, HUVEC hiicrfelerinin kendi medyumu
icinde biiyiidiigii kontrol kuyucugundan c¢ekilen resimlerde olusan tiip yapilar1 ve 400 ng/mL
OPN eklendikten sonraki olusan tiip yapilart karsilastirilmistir. Diger 5 resimde tiip
yapilarinin sikligmin ve dallanma noktalarmin arttigi gosterilmistir. Bdylece OPN’nin
kullandigimiz en yiiksek dozunda HUVEC hiicrelerinde olusan tiip yapilarinin sikligini bagka
bir deyisle anjiyogenezi arttirdigi, yani metastaz olusumuna katkida bulunabilecegi

diistiniilmektedir.

4.4. PI3K ve ERK1/2 sinyal molekiillerinin ELISA testi sonug¢lari

Ishikawa hiicresinin OPN molekiiliiniin farkli konsantrasyonlar: ile muamele edilmesinden

sonra elde edilen ortam medyumlarinda ELISA yo6ntemi ile saptanan PI3K ve ERK1/2 sinyal

molekiillerinin sonuglar1 Tablo 3. 6zetlenmistir.

46



Tablo III. ISH hiicresi ortam medyumunda sinyal molekiillerinin degerlendirilmesi

OPN  Dozu [RJR]E ERK1/2
(ng/mL) (ng/mL)
Mean + SD Mean + SD

ISH (GM) 11.67 +2.29% 1128.8 + 72.92%
_ 11.61 +2.15°  1126.4 +78.99"

100 14.90 +2,47° 1554.2 +209.7"
200
00

2175 +3.63% 2038.2 + 705.11

22.87 + 3.14° 2154.5 + 384.4%
m 308243910 29209 + 466.4"

Her bir siitun bir sinyal molekiiliinii temsil etmekte olup kendi icerisinde yukaridan asagiya
dogru OPN dozlar1 arasindaki artisa bagl olarak degerlendirilmistir.
Her bir satir farkh bir OPN dozunu ifade etmektedir.

p<0.001 a ile d,e ve fkiyaslandiginda
p<0.001 b ile d,e ve fkiyaslandiginda
p<0.001 c ile d,e ve file kiyaslandiginda
p<0.001 d ile f kiyaslandiginda
p<0.001 e ile f kiyaslandiginda

p<0.01 gile 1kiyaslandiginda
p<0.05 g ile j kiyaslandiginda
p<0.001 g ile k ve | kiyaslandiginda
p<0.01 hile 1kiyaslandiginda
p<0.05 hile j kiyaslandiginda
p<0.001 hile k ve | kiyaslandiginda
p<0.01 1ile k ile kiyaslandiginda
p<0.001 1 ile 1 kiyaslandiginda

p<0.05 k ile | kiyaslandiginda
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Tablodan goriilecegi iizere kontrol medyumu (FBS iceren) ve OPN igermeyen (FBS
icermeyen) ikinci kontrol medyumu ile 200, 300 ve 400 ng/mL OPN eklenen kuyucuklardan
elde edilen medyumlardaki PI3K ve ERK1/2 molekiillerinin ortalama degerleri arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu, OPN iceren gruplarda PI3K sinyal molekiiliinde
onemli dlgiide artis oldugu saptanmistir. Yine, 100 ng/mL OPN igeren kuyucuk ile 200, 300
ve 400 ng/mL OPN iceren kuyucukdaki sinyal molekiil diizeyleri karsilastirildiginda
aralarindaki farkin istatistiksel a¢idan anlamli oldugu, dozun artmasina bagl olarak PI3K
molekiiliiniin miktarmin arttigi goriilmektedir. Bu molekiiliin artis diizeyi ile MTT yani
OPN’nin hiicrelerin proliferasyonuna olan etkisi ile sonuglarimiz tutarlilik gostermis ve

birbirini destekler niteliktedir.
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Error bars: 95% ClI

Grafik 3. ISH hiicresi ortam medyumlarinda PI3K diizeylerinin grafiksel gosterilisi

48



3500.0

3000.0

2500.0

2000.0

ERK 1/2 ng/mL

1500.0

1000.0
GM CM (0) 100 200 300 400

OPN ng/mL
Error bars: 95% ClI

Grafik 4. ISH  hiicresi ortam medyumlarinda ERK1/2 diizeylerinin

grafikselgosterilisi

Tablo IV. HUVEC ortam medyumunda sinyal molekiillerinin degerlendirilmesi

Dozu |4 kj’e ERK1/2

(ng/mL) (ng/mL)
Mean £+ SD Mean £+ SD
9.87 +0.58" 912.8 + 110.9%
_ 10.02 = 1.15° 910.4 +203.41"
11.97 2,85° 2092.7 + 647.25"
20.25 +3.58° 28304 + 499,11
00

28.94 + 4.18° 2840.11 + 497.77%
_ 3275+ 3.461 4038.22 + 904.81"
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Her bir siitun bir sinyal molekiiliinii temsil etmekte olup kendi igerisinde yukaridan asagiya
dogru OPN dozlar1 arasindaki artisa bagli olarak degerlendirilmistir.
Her bir satir farkli bir OPN dozunu ifade etmektedir.

p<0.001 a ile d,e ve f kiyaslandfiginda
p<0.001 b ile d,e ve f kiyaslandiginda
p<0.001 c ile d,e ve f kiyaslandiginda
p<0.01 d ile e ile kiyaslandiginda
p<0.001 d ile f kiyaslandiginda
p<0.01 g ile 1 kiyaslandiginda
p<0.001 g ile j,k ve 1 kiyaslandiginda
p<0.01 h ile 1 kiyaslandiginda
p<0.001 hile j, k ve 1 kiyaslandiginda
p<0.01 11ile | kiyaslandiginda

p<0.05 j ile | kiyaslandiginda

p<0.05 k ile j kiyaslandiginda

Tablodan goriilecegi lizere kontrol medyumu (FBS iceren) ve ikinci kontrol grubu FBS
icermeyen ve OPN eklenmemis kiuyucuklarda elde edilen PI3K ve ERK1/2diizeyleri ile 200,
300 ve 400 ng/mL OPN eklenen kuyucuklardan elde edilen medyumlardaki PI3K
molekiiliiniin ortalama degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

saptanmistir. PI3K molekiiliindeki artisin doza bagimli oldugu goriilmektedir.
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Grafik 5. HUVEC ortam medyumlarinda PI3K diizeylerinin grafiksel gosterilisi
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Grafik 6. HUVEC ortam medyumlarinda ERK1/2 diizeylerinin grafiksel gosterilisi
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5. TARTISMA

Endometrium kanseri kadinlarda en sik goriilen jinekolojik kanserdir. Sagkalim
genellikle hastaligin evresi ve histolojisi ile belirlenir, evre I ve II'deki hastalarin ¢cogu olumlu
bir prognoza sahiptir. Metastatik hastalig1 olmayan hastalarda 5 yillik genel sagkalim %74 ile
%091 arasinda degismektedir(Braun ve ark., 2016). Endometrial kanserlerin yayilimi, kanser
hiicreleri arasinda anjiyogenezin stimiile edilmesi yoluyla olmaktadir. OPN’nin ¢ok farkli
yonlerden, endometrial kanserler de dahil c¢esitli kanser tiirlerinin ilerlemesinde c¢ok
fonksiyonlu bir faktdr oldugu bilinmektedir. OPN’nin tiimoriin ilerlemesini anjiyogenezi
regiile etmek yoluyla tetikledigi son yillarda gittik¢e artan ¢aligmalarla kanitlanmigtir(Wai ve
Kuo 2004; Du ve ark., 2009; Cho ve ark., 2009; Ramachandran ve ark., 2013; Yang ve ark.,
2015). Bir sitokin ve ekstraselliiler matriks proteini olan OPN ¢esitli integrin yapilarina ve
CD44 molekiilleri endotel hiicrelerinde migrasyonu indiiklemekte ve VEGF yoluyla
indiiklenen endotel hiicre migrasyonunun regiilasyonunu arttirmaktadir. Endotel hiicrelerinde
VEGEF ile indiiklenen proteinler olan doku faktorii (TF, tissue factor), OPN ve a,f3 integrinler
onemli molekiiller olup, in vivo olarak VEGF yoluyla anjiyogenezi stimiile etmektedirler (Du

ve ark.,2009; Kang et al. 2014; Kerenidi et al. 2016).

Yapilan calismalarda OPN’nin in vivo anjiyogenezi arttirmak yoluyla tiimor
biiytimesinde dnemli bir rolii oldugunu vurgulanmaktadir. Boylece, OPN’nin ekspresyonunda
ya da sinyal yolagindaki herhangi bir anormalligin endometrial kanserlerin gelismesinde ve
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayacagi rapor edilmistir (Hahne ve ark., 2013; Li ve ark.,

2015).

Du ve ark., (2009) ¢alismalarindaendometrial kanser hiicrelerinden izole ettikleri, timor
ile ilgili HEEC hiicrelerini (tumor-associated HECCs, Human Endometrial Epithelial
Cells)ve Ishikawa (ISK) hiicrelerinde OPN genini inhibe etmek yoluyla, endometrial kanser
ile iliskili anjiyogenezin gelisiminde OPN’nin roliinii arasgtirmiglar. HEEC ve ISH
hiicrelerinde RNA’lar1 kullanarak OPN f{ireten genler ile girisimde bulunmasi ile bu genleri
susturmuslar ve in vitro olarak OPN-geni susturulmus olan HEEC hiicrelerinde anjiyogenezi
arastirmiglar. Caligmalarinda, OPN {iretiminin HEEC ve ISH hiicrelerinde baskilanmasi
sonucunda hiicrelerde migrasyonun, invazyonun ve in vitro tiip olusumunun azaldigini

gormiislerdir. HEEC hiicrelerinden salgilanan OPN’nin hiicre yiizeylerinde bulunan a,f;
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integrinlere baglanarak anjiyogenezi tetiklemekten sorumlu olabilecegini 6ne siirmiislerdir.
Bununla birlikte, OPN geninin susturuldugu hiicrelerde proliferasyonun inhibe olmadigini
gostermislerdir. Yine, OPN’nin in vivo olarak tiimoriin bliylimesine etkisini aragtirmiglar ve
bunun i¢in ISH hiicreleri ve siOPN- ISH hiicreleri (OPN geni susturulmus) subkutan olarak
nude farelere enjekte edilmistir. /n vitro olarak hiicrelerin biiyiimesinde herhangi énemli bir
degisiklik goriilmemesine ragmen, siOPN-ISH hiicrelerinin verildigi farelerde tiimoérlerin ISH
hiicrelerinin verildigi farelere gére ¢cok daha yavas biiyiidiigii gézlemlenmistir (Du ve ark.,
2009). Bizim verilerimiz ile karsilastirildiginda, Du ve ark,’nin verilerinin teyit edildigi
goriilmektedir. Calismamizda, OPN genini baskilamadan, hiicrelere rekombinant insan OPN
molekiiliiniin eklenmesi sonucunda HUVEC hiicrelerinde anjiyogenezin olustugu, hem ISH
hem de HUVEC hiicrelerinde migrasyonun artti§1 saptanmistir. Bununla birlikte, Du ve ark.,
caligmalarinda OPN ekspresyonunun inhibe olmasina ragmen HEEC ve ISH hiicrelerinde
proliferasyonun inhibe olmadigim1 bildirmislerdir. Calismamizda, OPN’nin artan
konsantrasyonlar1 ile birlikte hem ISH hem de HUVEC hiicrelerinde proliferasyonlarinda
onemli oranda bir artis kaydedilmistir. Bilindigi gibi, anjiyogenez, yani tlimorlerin metastaz
olusturmasi i¢in gerekli olan yeni kan damarlar1 olusumu kompleks bir siire¢ olup, hiicrelerin
proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu ve tlipe benzer yapilarin olusmasi gibi evrelerden
olusmakta olup, kematdrapoétik bir ilag bu basamaklardan herhangi birine veya bir kagina etki
edebilmektedir. Bu nedenle, OPN geninin inhibisyonunun da proliferasyon basamaginda

etkili olamadiginin saptandigini diisiinmekteyiz.

Cho ve ark., (2009) endometrial kanserli olgularda OPN molekiiliiniin bir biobelirleyici
olup olamayacagi ve prognozdaki roliinii arastirmiglar. Bunun icin histolojik olarak
endometrial kanser tanisi konmus 56 olguda serum OPN diizeylerini ELISA yontemi ile
saptamig ve bu degerleri 154 saglikli kontrolden elde edilen diizeyler ile karsilastirmiglar.
Saglikli kontrollerde OPN diizeylerini ortalama 103.5 ng/mL, pre-operatif endometrial kanser
hastalarinda ise 236.9 ng/mL olarak saptamislar. Ayrica, OPN diizeylerini bir tiimor
belirleyici olan CA125 diizeyleri ile iliskisini arastirmislar. Plazma OPN diizeylerinin
timoriin evresi, derecesi, myometrial infiltrasyon, sitolojisi ve histolojik tipi ile iliskili
oldugunu gostermislerdir. Bununla birlikte, plazma CA125 diizeylerinin endometrial kanserli
hastalarin klinigi ve histopatolojisi ile iligkili herhangi bir korelasyon saptamadiklarini rapor
etmislerdir(Cho ve ark., 2009)

OPN molekiilii bir ekstraselliiler matriks proteini olup, non-kollajen yapida, siyalik

asidden zengin kalintilar iceren, glikozillenmis fosfoprotein yapisindadir. OPN tip I kollajen,
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fibronektin ve osteokalsine baglanmaktadir. Yiiksek diizeyde metastatik doniisiime ugramis
hiicrelerin tiimor olusturma kapasitesi olmayan hiicreler ile kiyaslandiginda daha fazla OPN
salgiladiklar1 gdsterilmistir. OPN, cesitli hiicrelerde reseptorii olan o,f3 integrin molekiilii
yoluyla hiicrelerde adhezyona, hiicre migrasyonuna, ECM invazyonuna ve hiicre

proliferasyonuna neden olmaktadir.(Kang ve ark., 2014;Li ve ark., 2015).

EMT embriyonik gelisimde sirasinda yer alan kompleks bir siire¢ olup, 1980’lerin
basinda embriyogenezdeki dnemine dikkat ¢ekilmistir. EMT tliimor hiicrelerinin migrasyonu,
invazyonu ve kanser hiicrelerinin metastatik potansiyel kazanmasinda 6nemli bir role sahiptir.
Bu proses sirasinda, epitelyal hiicreler karakteristik 6zelliklerini kaybederler ve hiicre-hiicre
adhezyonunun zayiflamasi, hiicrelerde motilite ve yayilim artmasi, apoptoza direng geligsmesi
ve hiicresel morfolojinin degismesi gibi mezenkimal ozellikleri kazanirlar. EMT, metastaz
gelisimi ve tiimoriin invazyonu igin lokomotif olarak tanimlanmakta olup, hiicrelerin
bulunduklar1 yerden ¢ikmasi ve kan dolagimina dogru go¢ etmesi ve lenfatik damarlar yoluyla
farkl1 organlara yayilimma izin verir. Boylece, EMT nin tiimor hiicrelerine daha fazla

invazyon 6zelligini kazandirdig1 sdylenebilir(Wang ve ark., 2016; Sun, Qin, ve Zhong 2016).

Fedarko ve ark., (2001) calismalarinda meme, akciger, kolon ve prostat kanserli
olgularda serumda OPN diizeylerini saptamislardir. OPN diizeylerinin en ¢ok meme kanserli
olgularda arttigin1 bunu akciger ve prostat kanserli olgular izledigi, kolon kanserli olgularda
ise kontrol grubu ile kiyaslandigin da onemli 6l¢iide bir farklilhik gdrmediklerini rapor

etmislerdir (Fedarkove ark., 2001).

Li ve ark., (2015) calismalarinda endometrial adenokarsinom hiicre hatt1 olan HEC-1A
hiicrelerinde OPN’nin hiicrelerde invazyon, migrasyon ve epitelyal-mezenkimal doniigiime
etkilerini ve sinyal yolaklardaki molekiilleri arastirmislar. HEC-1A hiicrelerini insan
rekombinant OPN’nin farkli konsantrasyonlar1 ile (0, 100, 200, 300 ve 400 ng/mL) ile 1-4
giin arasinda enkiibe etmisler. Hiicrelerde ilk dnce proliferasyonu saptamislar ve en yiiksek
proliferasyon diizeyini olusturan OPN konsantasyonunu 300 ng/nL olarak saptamiglar. 400
ng/mL OPN ile muamelede de hiicrelerin proliferasyona ugradiklarint ve 200 ng/mL OPN ile
kiyaslandiginda daha yiiksek bir degere rastlandigini gormekle birlikte 300 ng/mL diizeyinde
hiicrelerin degerlerinin pik yaptiklarini bildirmislerdir. Ayrica, Matrigel ve insert kullanarak
yaptiklar1 invazyon deneyinde HEC-1A hiicrelerinin 24 saat sonunda go¢ ettiklerini, yine
pipet ucu ile kuyucukdaki hiicreleri bolliip migrasyonunu izledikleri deneyde de HEC-1A

hiicrelerinin OPN diizeylerinin artmasiyla birlikte migrasyonun ve go¢ eden hiicre sayisinin

54



arttigin1 gostermiglerdir. OPN’nin EMT ile ilgili molekiil olan Akt sinyal yolu ile eksprese
edilen MMP-2 sekresyonunu HEC-1A hiicrelerinde arttirdigini rapor etmislerdir.

Carvalho ve ark., (2018) caligmalarinda insan kemik iligi mezenkimal kok hiicreler
iizerine farkli konsantrasyonlarda (0,0.01,0.05, 0.1, 0.2, 0.5 ve 1 pg/mL) osteokalsin (OC) ve
OPN uygulamislar. OPN’nin doza bagli olarak hiicrelerde proliferasyonu arttirdigini
gostermisler. OC eklenmesinin hiicrelerde herhangi bir proliferasyona neden olmadigini
bildirmisler. Yine, OPN ve OC’nin HUVEC hiicrelerinde anjiyogenik potansiyelini
arastirmiglar ve0.5 pg/mL OPN konsantrasyonundan sonra tiip yapilarin da énemli olglide
sayisal bir artis oldugunu bildirmislerdir. OC ile muamelede ise HUVEC hiicrelerinde tiip
yapilarinin degismedigini gostermislerdir. HUVEC hiicresini 72 saat 1 pg/mL OPN ile
muamele edip, bu hiicreleri Matrigel {izerine ekmisler ve tiip yapilarinin ve dallanmanin yine
aynt sekilde arttigmi saptamiglardir (Carvalho ve ark., 2019). Bizim calismamizda da,
OPN’nin en yiiksek dozunda 16-18 saat arasinda HUVEC hiicrelerinin olusturdugu tiip
yapilarinin sayisinin ve dallanma noktalarinda 6nemli derecede artis oldugu resimlerle

gosterilmistir.

Calismamizda insan rekombinant OPN’nin ISH ve HUVEC hiicrelerinde migrasyon,
invazyon ve proliferasyonu tesvik ettigi ve hiicrelerde CD44 ve a,f; reseptorleri yoluyla
PI3K/Akt ve ERK1/2 sinyal yolagini aktive ettigi, hiicrelerin ortam medyumlarinda OPN’nin
artan dozlart ile birlikte PI3K ve ERKI1/2 molekiillerinin konsantrasyonlarinin artisi bu

yolagin aktive oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmistir.

OPN’nin hiicrelerde proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu ve in vitro tiipe benzer
yapilarin olusumunu stimiile etmesi bu molekiiliin timorlerde prognostik belirleyici olarak
kullanilabilecegi ve tedavide metastaz olusumunun kontroliinde O6nemli bir molekiil

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. ONERILER

Bu calisma sadece in vitro kosullarda ve hiicre hatlarina osteopontinin (OPN) farkl
dozlarmi uygulamak suretiyle yapilmistir. Elde edilen sonuglar, daha once yapilan buna

benzer iki calismay1 destekler niteliktedir. Onerilerimiz asagidaki gibidir;

1. ISH hiicreleri ile nude farelerde (timusu olmayan immun sistemi baskilanmisg
fareler) timor olusturup, OPN inhibitorleri kullanilarak tiimoriin olusum siireci ve
inhibisyonu gosterilebilir. Timor olusturuldugu anda OPN verilerek, tiimor
olusumunun hiz, biiylikligii ve metastaz olusumu izlenebilir.

2. Klinikte genis bir hasta potansiyelinde endometrium kanserli olgularda evrelerine
gore kanda OPN diizeyleri pre-op ve post-op olmak iizere uzun bir donem

izlenebilir.
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OZET

Endometrial kanserler kadinlar arasida en sik goriilen kanser tiirleri arasinda 4. sirada
yer almaktadir. Bu kanser tiirli i¢in spesifik bir tiimor belirleyici ya da prognozu takip etmekte
kullanilabilecek bir molekiil yoktur. Caligmalarla saptandigi {izere osteopontin (OPN)
molekiilli, epitel tiimorlerden salgilanmakta ve fazla salgilandiginda ise hiicreler arasi
baglantinin kopmasina, hiicrelerin migrasyonuna ve invazyonuna yol agmakta ve boylece
hiicreler mezenkimal bir yap1 kazanmaktadirlar. Bunun sonucunda epitelyal-mezenkimal
doniistim (EMT) baslamakta ve hiicrelerin malignitesi artarak, metastaz olusturma potansiyeli
kazanmaktadirlar. Calismamizda insan endometrial adenokarsinom hiicreleri olan Ishikawa
(ISH) hiicreleri kullanilmistir. Bununla birlikte insan umbilikal kord ven endotel hiicresi olan
HUVEC hiicreleri de EMT nin benign hiicrelerde olusturabilecegi etkilerin arastiriimasi ve bu
etkilerin kanser hiicrelerinde olusan etkiler ile birlikte degerlendirilmesi i¢in ¢aligmamiza
daha sonra eklenmistir. OPN’nin ISH hiicrelerindeki epitelyal-mezenkimal doniisiime etkisini
aragtiran sinirlt sayida arastirma bulunmakta olup anjiyogenez olusumunun basamaklarini
olan hiicrelerin proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu ve in vitro tiipe benzer yapilarin
olusturmasi ile iligkili olarak tiim c¢aligmalarin bir arada degerlendirildigi ve OPN
molekiiliinlin reseptorlerine baglanip en onemli iki sinyal yolak molekiilii olan PI3K ve
ERK1/2’nin molekiiler diizeyde ISH ve HUVEC hiicreleri ortam medyumlarinda saptandigi
0zglin bir calismadir. Calismada elde edilen veriler degerlendirildiginde, EMT’de en 6nemli
ve OPN’nin hiicrelerde stimiile ettigi bir basamak olan proliferasyonun OPN’nin diizeylerinin
artmastyla birlikte lineer bir sekilde her iki hiicre tipinde de artis gosterdigi saptanmistir. OPN
molekiilii iki farkli sinyal yolak ile hiicrelerde EMT olusumunu stimiile etmekte olup, bu
yolaklarda farkli molekiiller yer almaktadir. Birincisi ayf3 reseptoriiniin aracilik ettigi sinyal
yolak olup, ERK1/2 molekiiliiniin eksprese edildigi ve hiicrelerde motiliteyi, migrasyonu,
invazyonu arttirdig1 sinyal yolaktir. Ikincisi ise, CD44 reseptdriiniin aracilik ettigi PI3K
molekiiliiniin eksprese edildigi hiicrelerde proliferasyon ve anjiyogenezin stimiile edildigi
yolaktir. Caligmamizda, bu iki yolakta yer alan molekiiller olan PI3K ve ERK1/2 molekiilleri,
OPN ile muamele edilen ve edilmeyen ISH ve HUVEC hiicrelerinin ortam medyumlarinda
saptanmig olup, OPN konsantrasyonlarinin artmastyla bu molekiillerin diizeylerinde artis
saptanmigtir. Bu molekiillerin tetikledigi hiicresel degisiklikler olan migrasyon ve anjiyogenez

(invitro tiip olusumu) degerlendirildiginde ISH ve HUVEC hiicrelerinde OPN’nin bu
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hiicrelerde ¢alistigimiz en yiiksek konsantrasyon olan 400 ng/mL dozunda mezenkimal

doniisiimii tetikledigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Osteopontin, Ishikawa hiicre hatti, HUVEC, PI3K, ERK1/2, endometrial

kanser
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ABSTRACT

Endometrial cancers rank 4th among the most common types of cancer among women. There
is no specific tumor marker or molecule that can be used to estimate the prognosis of this type
of cancer. As determined in several studies, the osteopontin (OPN) molecule is secreted from
epithelial tumors and, when over-secreted, leads to disconnection of cells, migration and
invasion of cells, thereby gaining a mesenchymal structure. As a result, epithelial-
mesenchymal transformation (EMT) begins and the malignancy of the cells increases, gaining
the potential to form metastases. In our study, Ishikawa (ISH) cells, human endometrial
adenocarcinoma cells, were used. However, also the HUVEC (human umbilical cord ven
endothelial cells) cells were added in our study to investigate the effects of EMT that may
have in benign cells and to evaluate these effects together with the effects that occur in cancer
cells. There are a limited number of studies investigating the effect of OPN on epithelial-
mesenchymal transformation on ISH cells. In our study weevaluated together in connection
with the proliferation, migration, invasion of the steps of angiogenesis formation and the
formation of in vitro tube-like structures. Also, two most important signals molecules PI3K
and ERK1 / 2, which expressed in OPN signal pathway are detected in conditioned medium
incubated different OPN concentrationdswith ISH and HUVEC cells as an original study.
The data obtained in the study were evaluated, it was found that proliferation, which is the
most important step in EMT and a stimulation of OPN in cells, increased linearly in both cell
types as the levels of OPN increased. The OPN molecule stimulates EMT formation in cells
with two different signal pathways, and these pathways contain different molecules. The first
signal pathway mediated by the a,f; receptor, and the signal pathway in which the ERK 1/2
molecule is expressed and increases motility, migration and invasion in cells. In thesecond
pathway proliferation and angiogenesis stimulated by PI3K molecule is mediated by the
CD44 receptor. Also, we detected PI3K and ERK1/2 molecules were detected in conditioned
medium after treated with and without OPN and an increased levels were found linearly OPN
concentrations. When migration and angiogenesis (invitro tube formation), which are the
cellular changes triggered by these molecules, is evaluated, OPN in ISH and HUVEC cells is
thought to trigger the mesenchymal transformation at the highest concentration of 400 ng /

mL in these cells.

Key Words: Osteopontin, Ishikawa cell lines, HUVEC, PI3K, ERK1/2,endometrial cancer
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