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OZET

Ozer C. Splenomegali modelinde parsiyel ve total splenektominin kan
parametrelerine etkisi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi
Uzmanhk Tezi, ANKARA 2016.

Birgok kanser tipinde immun sistemin isleyisinde bozukluklar goriiliir. Miyeloid
kokenli hiicreler tiimor dokusuna yerleserek kanser gelisimine, yayilim ve
damarlanmasia katkida bulunabilirler. MKH’ nin asil yerlesim yerleri ise dalak ve
karacigerdir. Ozellikle yiiksek diizeyde G-CSF eksprese eden kanser tiirlerinde hastaligin
bu faktorle korele olarak daha kotii prognoz gosterdigi bildirilmistir.

Bu ¢alismada 4T1 meme kanseri hiicresi ve ticari G-CSF ile meydana getirilen
splenomegali modelinde total ve parsiyel splenenktominin periferik kan 6rneklerindeki
immiinolojik farkliliklar degerlendirilecektir. Calismaya toplam 28 adet alt1 haftalik Balb-
c cinsi fare dahil edildi. Fareler kontrol meme kanseri, kontrol G-CSF enjeksiyonu
uygulanan, meme kanseri sonrasi parsiyel splenektomi, meme kanseri sonrasi total
splenektomi, G-CSF enjeksiyonu sonrasi parsiyel splenektomi ve G-CSF enjeksiyonu
sonrasi total splenektomi olmak {izere alt1 gruba ayrildi. Farelerde haftada iki kez tlimor
capi, viicut agirliklart ve genel saglik durumlar takip edildi. G-CSF enjeksiyonu ise alti
hafta boyunca hergiin uygulandi. Timor inokiilasyonundan iki hafta ve G-CSF
enjeksiyonunun igiincii haftasinda farelere total ve parsiyel splenektomi uygulandi.

Islemlerden ii¢ hafta sonra deney sonlandirildi.

Dalak ve toplanan kan Orneklerinde MKH diizeyleri akim sitometrik
immiinofenotiplendirme ile analiz edildi. G-CSF splenomegaliyi destekledi. Splenektomi
yapilan grupta da G-CSF ile sinerjistik olarak kilo artis1 izlendi. Yapilan immiinolojik
analizlerde dalakta yiiksek diizeyde MKH ve immatiir graniilosit hiicre birikimi oldugu
goriildii. Parsiyel splenektomi sonrasi dalakta monositik hiicre artisi gozlenirken,

periferik kanda graniilositik hiicre artis1 gézlendi.



Parsiyel ve total splenektomi sonrasi metastaz dan sorumlu olan miyeloid kokenli

hiicrelerin sayis1 ¢alismamizda belirgin diisiik saptanmustir.

Anahtar kelimeler: miyeloid kokenli hiicre, graniilosit koloni stimulan faktor,

splenektomi



ABSTRACT

Ozer C. The effect of parsiyal and total splenectomy on the blood parameters in
splenomegaly model. Hacettepe University Medical Department, PhD Thesis of
General Surgery, ANKARA 2016.

Immune system plays an important role in the formation, distribution and
destruction of cancer cells. Myeloid derived cell located into the tumor tissue may
contribute to development of malignancy, invasion and vascularization. Spleen is the
primary location of myeloid derived cells. In this study, immunological differences of
peripheral blood samples between total and partial splenectomy at splenomegaly model
which are generated by 4T1 breast cancer cells and commercial G-CSF will be assesed.
Totally 28 Balb/c 6-week-old mice were included in this study. Mice were seperated
into 6 subgroups as control breast cancer group, control G-CSF injected group, total
splenectomy after breast cancer group, partial splenectomy after breast cancer group,
total splenectomy after G-CSF injection group, partial splenectomy after G-CSF group.
Tumor sizes, weights and general conditions of mice were checked twice a week. G-
CSF injections were applied every day throughout 6 weeks. Partial and total
splenectomy were applied to mice after 2 weeks tumor implantation and third week of
G-CSF injection. After 3 weeks later all the procedures, we had experiment finished
after 3 weeks.MKH levels in blood and spleen samples were analyzed by flow
cytometric immunophenotyping. In splenectomy group weight gain were observed by
injection of G-CSF. G-CSF supported splenomegaly. In immunological analyzes, high
levels of MKH and immature granulocyte cell accumulation are seen in spleen samples.
After partial splenectomy, while increase in cell number of monocytic series are
observed at spleen, increase in granulocyte derived cells were seen at peripheral blood.
Myeloid derived cells which are responsible for metastasis after partial and total

splenectomy are determined at low levels.

Key words: myeloid derived cell, granulocyte colony stimulating factor, splenectomy
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KISALTMALAR ve SIMGELER DiZiNi

MDSC Miyeloid kdkenli baskilayict hiicreler( myeloid depended stem cell)

MKH Miyeloid kokenli hiicreler

CTL Sitotoksik T lenfositler

NK Dogal 6ldiiriicii hiicreler (naturel killer )

TIM Tiimér iliskili makrofajlar

TAN Timor iliskili nétrofiller

TAA Timor baglantili antijenler

TSA Tiimor spesifik antijenler

TSTA Tiimdr spesifik transplantasyon antijenleri

MHC Major histocompatibility kompleks

TNF Tumor nekroz faktor

PG Prostoglandinler

HDM Hiicre dis1 matriks

MMP Matriks metalloproteaz

viii



TGF-B Transforming growth faktor-beta

VEGF Vaskiiler endotelyal growth faktor

DC Dentritik hiicreler

NO Nitrik oksit

GM-CSF Grantilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor

IFN Interferon

STAT 6 Phosho-signal transducer and activator of trancription 6

INOS indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

¢ AMP Siklik adenozin mono fosfat

RES Retikiiloendotelyal sistem
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GIRIS ve AMAC

Bir¢ok kanser tipinde immiin sistemin isleyisinde bozukluklar goriiliir. Timor
dokusundaki kanser hiicreleri tarafindan {iretilen graniilosit-makrofaj koloni uyarici
faktor (granulocyte-macrophage colony —stimulating factér, GM-CSF), graniilosit
koloni faktor (granulocyte colony —stimulating factor, GCSF), makrofaj koloni uyarici
faktor (macrophage colony —stimulating factér, M-CSF) ve kok hiicre faktorii (stem
cell, SCF) direk olarak hematopoezi destekleyici yonde etki gosteren faktorlerdir. Bu
faktorler nedeni ile kemik iligi daha fazla miyeloid hiicre {iretmeye baslar ve bu hiicreler
olgunlagmalarini tamamlayamadan dolasima gecerler. Tiimoér dokusuna yerlesen bu
immatiir hiicreler tiimor gelisimine, yayillmasina ve damarlanmasina katkida bulunmaya
baslar. Hatta kansere kars1 gelisebilecek yeni immiin aktiviteyi de baskilama
kapasiteside kazanirlar. Bu immatiir hiicrelerin 6zellikle dalak ve karacigerde biriktigi,
buralarda immiin baskilama yaptigi; buralardan c¢ikarakta tiimore yerlesip kanseri
destekleyen miyeloid hiicrelere doniistiigii bilinmektedir. Ozellikle G-CSF’yi yiiksek
diizeylerde eksprese eden kanser tiirlerinde hastalifin bu faktorle korele olarak daha

kot prognoz gosterdigi bildirilmistir.

Bu calismada G-CSF’nin etkisini incelemek amaci ile bu faktorii yliksek diizeyde
eksprese eden 4T1 meme kanseri hiicresi ve direk olarak ticari G-CSF (filgrastim)
kullanilacaktir. Bu amacla deney hayvanlarinda dogrudan tiimor gelistirelerek veya
timorden salgilanan faktor olan G-CSF enjekte edilerek periferik kan ve dalakta
olusacak degisiklikler arastirilacaktir. Daha sonra bu hayvanlarin bir kismina (yeni bir
gurup olarak) splenektomi veya parsiyel splenektomi uygulanacak ve bir siire (2 hafta)
takip edildikten sonra periferik dolasimda ki immiinolojik farkliliklar, timor boyutu ve

metastazlardaki degisimler degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser DNA hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde biiylimesi
ve ¢ogalmasidir. Kanserlerin ¢ogunu benign bir lezyondan in situ kanserlere ve invaziv
kanserlere doniistiigiine inanilmaktadir. Kanserli hiicreler immiin sistemimiz tarafindan

hergiin taranir ve yok edilmeye ¢alisilir (1).

Hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi yakin kontrol altindadir. Kanser hiicrelerinde bu
kontrol mekanizmast bozulur ve kanser hiicreleri agresif bir sekilde biiylimeye ve

cogalmaya baslar.

Kanser gelisiminin ii¢ asamasi bulunmaktadir. Baslangi¢ (initiation), ilerleme

(promotion) ve gelisme (progression).

Apoptozis kanser hiicrelerinin hiicre siklusunda programli hiicre Oliimiinii
tarifler. Kanser hiicreleri gelismesi esnasinda apoptozise girmezler ve bunu takiben
kanser hiicreleri ¢esitli biiyiime faktorleri, sitokinler ve onkogenlerle invazyon, metastaz
(yayilma) ve anjiyogenezis (timoriin biiylime ve metastaz yapabilmesi ig¢in

damarlanmasi) 6zelliklerini kazanirlar (2).



2.2. Kanser immiinolojisi

Immiin sistemin kansere kars1 koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir. Fakat bazi

immiinitesi diisiik kanserlerin olusumuna da katkis1 oldugu 6grenilmektedir.
Kanser immiinolojis1 3 baslik altinda incelenebilir.
1-Kanser antijenleri
2-Efektor mekanizmalar
a.Humoral immiinite

b.Hiicresel immunite

3-Kanserin immiiniteden kagis mekanizmalari

2.2.1. Kanser Antijenleri

Antijen humoral ve hiicresel immiin olusturabilen yabanci molekiillerdir.

Timor antijenlerini siniflandiracak olursak;

A-Timor baglantili antijenler (TAA)

Kanser hiicrelerinde oldugu gibi normal hiicrelerde de olabilen antijenlerdir. Onkofetal

antijenler, CEA, AFP, MHC CLASS 1 VE CLAAS 2 antijenler bu gruptadir.

B-Tiimor spesifik antijenler (TSA)

Normal hiicrelerde goriilmeyen kanser hiicreleri spesifik kanser hiicreleridir. Belli bir

viriise ait kanser olusturan antijenler 6rnek verilebilir.



C-Tiimor spesifik antijenler (TSTA)

Konakta immiin cevabi uyaran, tiimdr biiylimesine kars1 direncin ve tiimor reaksiyonu

ile sonuglanan bir dizi reaksiyonun olugmasina sebep olan antijenlerdir.

Tiimor antijenlerinin modern simiflandirilmasi ise antijen yapist ve kaynagi ile ilgilidir

(3,4,5).

1) Onkofetal antijenler (CEA, AFP)

2) Glikolipid ve glikoproteinler

3) Onkojenik viriis proteinleri (HPV, EBV)

4) Onkogen veya timor supresor gen trtinleri (HER-2/neu)

5) Mutasyona ugramis konak proteinleri

6) Normal dokularda suskun olan gen tiriinleri

7) Asiri ekspresi olan gen {irlinleri

8) Normalde dokunun koken aldigi hiicrede bulunan diferansiyasyon antijenleri

(PSA)

2.2.2. Effektor Mekanizmalar

2.2.2.1. Humonoral immiinite

A-Antikor bagimh hiicresel sitotoksite (ADCC) : NK hiicreler, makrofajlar,
graniilositler gibi fagositer hiicreler hiicre lizisine aracilik ederler. Anti-timor
antikorlarla kaplanmig tiimor hiicreleri Fc bolgelerinden Fc reseptorleri bulunduran NK

hiicrelerine tutunurlar. NK hiicreleri tiimor hiicrelerini lizis ile yok ederler. ADCC



mekanizmas1 kompleman bagimli sitotoksisiteye kiyasla tiimor eliminasyonunda daha

etkilibir mekanizmadir(6).

B-Kompleman ile lizis : Tumoér hiicrelerindeki antijenlerin antikorlarla birlesmesi
sonucu kompleman sistemi aktive olur. invitro ¢alismalar bu mekanizmanin daha ¢ok
stispansiyon halindeki tiimorlere etkili oldugunu solid tiimoérlerde lizis yapmadigini

gostermistir.

C-Hiicre adezyonunun kaybi : Antikorlarin yiizey antijenlerine baglanmasi timor
hiicresinin adezyonu kaybi ile sonuglanabilir. Bdylece adezyon kaybi hiicrenin malign
klonlar olusturmasmi engeller. Hiicre adezyonu metastaz yapabilmesi i¢in Once o
organin endotelinin altindaki bazal membrana tutunmasi gerekir. Hiicre yiizeyinin

antikorlarla kapli olmas1 bu yapigsmay1 engeller.

2.2.2.2. Hiicresel immiinite

2.2.2.2.1. Sitotoksik T Lenfositler

Profesyonel APC’ler tarafindan fagosite edilen tiimdr hiicelerine ait antijenler MHC
sinif I molekiilleri ile CD8+ T lenfositlere sunulursa timor spesifik CD8+ T Sitotoksik T
lenfositler (CTL) prolifere olur ve tiimor hiicrelerini direkt olarak apopitoz ve lizis ile
oldiiriirler. Yani immiin sistem timor antijeniyle karsilastiginda ilk olarak CTL
tarafindan taninir. Bundan sonra sitolitik etkisini kullanabilmek icin tiimor antijeni

MHC-1 tarafindan taninir.



2.2.2.2.2. Makrofjlar

Meme kanserinde makrofajlar timor kitlesinden yarisindan ¢ogunu olusturabilirler.
Makrofajlar tiimor antijenlerini MHC-2 ile birlestirerek Th 1 hiicrelerini uyarirlar. Th

hiicreleri B hiicrelerini uyararak tiimore kars1 savunma olustururlar.

Makrofajlar kompleman reseptorleri ile antikorlar tarafindan baglanmis tiimorleri

tespit ederek sitotoksit etki ile de dldiiriirler.

Meme kanserinde makrofajlarin tiimor hiicrelerinin yayilma ve invazyon yapma

riskini arttirdigindan dolay1 koétii prognoz oldugu kabul edilmistir.

2.2.2.2.3. Naturel Killer Hiicreleri (NK)

Proteinazlar, serbest oksijen radikalleri ile stotoksik etkilerini gosteren bu hiicreler

immiin olmamis ve 6zel antikorun yok oldugu durumlarda etkilidir (7).

2.2.2.2.4. Dentritik Hiicreler

Olgun olmayan hiicreler,tiimorlerler ile karsilastiktan sonra aktiflesirler. MHC 1 ve 2
molekiilleri ile tiimorleri fagosite ederek, tiimorii hem CD8+ hem de CD4+ T

lenfositlere sunarlar (6).



2.2.3. Kanserin immun sistemden ka¢is mekanizmasi

Immiin sistemden kagmak igin bazi tiimédrler antijen eksprese etmeyi durdururlar. Bu
antijenini kaybetmis varyant tiimorler immun sistemden kagarak biiyiimeye ve

yayllmaya devam ederler.

a) Tumor hiicresi yilizeyindeki antijenik degisimler
Yiizeylerinde bulunan sialik asit sayesinde antijenlerini maskelerler. Yada yeteri
kadar antijen eksprese etmezler.
b) Antijen-antikor kompleksleri
MCH-1 ekspresyonunun durmasi ile gerekli CD8+ T hiicre cevabi olusamaz.
c) Spesifik ve non-spesifik hiicreler
Aktive makrofajlar t hiicrelerini baskilayabilirler.
d) Timor tarafindan olusturulan siipresyon
Bazen salgilanan prostoglandinler immun cevabi baskilayabilirler, Ayrica TNF
alfa da immun sistemi baskilayabilir(6).
e) Diger faktorler.
AIDS gibi edinsel ve bazi genetik nedenler

2.3. Meme kanseri immiinolojisi
2.3.1. Meme kanseri

Meme dokusu herbiri birkag adet lobiil i¢eren 15-20 adet lobdan olusan, apokrin ter
bezleri igeren epidermal bir dokudur. Meme 2. ve 7. kaburgalar arasinda bulunur.
Posterior ylizeyi pektoralis major, serratus anterior, eksternel oblik kas fasyasi ve rektus
kilift tizeindedir. Meme epiteli bazal membran ile gevrilidir ve lanfatiklerce zengin kanal

sistemi vardir.(8)



Kadinlarda en sik goriilen kanser meme kanseridir ve tedaviye direng gosterdigi icin

cesitli tedavi modelleri giiniimiizde denenmektedir.

Meme kanseri lokal olarak deriyi ve arka tarafta kas fasyalarii invaze edebilir,
lenfatikler ile aksilla ve intermammarian lenf nodlarini tutabilir, kan damarari ile uzak

metastaz yapabilirler.

Molekiiler olarak 06strojen(ER), progesteron (PR) ve epitelyal biiyiime hormonu
(HER3) reseptoriine gore prognostik olarak degerlendirilebilir, tedavi planim

degistireblirler.

2.3.2 Meme Kanseri ve Mikrocevre

Meme kanserinin baslangi¢ ve ilerleme evrelerinde somatik hiicrelerde mutasyonlar

olugmaktadir.(9)

Fakat ¢cogu kanserde inflamasyonunda oldugu tespit edilmistir.(10)

Meme kanserinin biiylimesi, farklilagmasi ve invazyon yapmasi fibroblast,
miyofibroblast, 16kositler, lenfasitler ve miyoepiteklyal hiicreler tarafindan
gerceklesmektedir.(11-12)



2.3.2.1 Hiicre Dis1 Matriks (HDM)

Hiicrelerin  arasindaki  makromolekiiler protein iplikleri ve fibroz dis1
proteoglikanlardan olusan ve tiim dokularin stromasinda bulunan ii¢ boyutlu ag

yapisidir.

Fibronektin, tip 4 kollajen ve trombospondin -1 yapisal biitiinlikk ve birliklerine gore

pro ve anti-anjiojenik sinyaller olustururlar.(13)

Integrin aracili hiicre dis1 matriks malign transformasyona neden olur.(14-15)

Kanser hiicreleri matriks metalloproteazlar1 gibi proteolitik enzimler sentezleyerek
kendilerine invaziv ortam saglarlar ve bu metalloproteazlar invazivligin

belirleyicisidir.(16)

2.3.2.2. Fibroblastlar

TGF-B, tiimor biiylime faktorl sitokini fibroblastlarda bulunur; karsinogenezde ve

metastaz da etkilidir.(17)

Karsinoma iliskili fibroblastalar(CAF); vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ve proteaz

tireterek anjiogenezle iliskilidir.(16)

Fibroblastlar aktif stres durumunda hidrjen peroksit (H202) iiretebilmek icin

miyofibroblastlara doniigsebilir ve DNA hasarina yol agabilirler.
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2.3.2.3 Vaskiiler Sistem

Vaskiiler endotelyal biiyiime hormonu (VEGF) anjiogenez i¢in en 6nemli hormondur.

Anjiogenez: tiimor hiicrelerinin biiyiimesi,yayilmasi ve besin elde edebilmesi i¢in yeni

kan damarlar1 ve lenf damarlarinin olusmasidir.(18)

Anjiogenezin malign tiimorlerde kalict olmast VEGF reseptor-2 iin ekspresyonuna
baglidir.(19). Eger bu reseptoér blokaji saglanirsa anjiogenezde durma ve hiicre disi

matriksde yeniden organizasyon baslar.(19)

2.3.2.4 immun Hiicreler

Immiin hiicreler normal meme stromasinin énemli bilesenleri arasinda degildir. Ancak
edinsel ve dogal immiin sistem hiicreleri meme tiimorii dokusunda belirgin diizeyde artig
gosterir. Immiin hiicre infiltrasyonu hem in situ hem de invaziv karsinomlarda
gozlenmektedir. Immiin hiicre artis1;, memede tiimdrogenezisin ilerlemesi ile paralellik
gosterir. Timor mikrogevresinde hem dogal bagisiklik hiicreleri, dogal 6ldiirtiicii(natural
killer, NK) hiicreler, dogal oldiiriici T (natural killer T) hiicreleri, makrofajlar ve
dendritik hiicreler (DC), hem de edinsel bagisiklik hiicreleri, yardimer T hiicreleri,

sitotoksik T hiicreleri ve B hicreleri bulunur.

Dogal bagisiklik hiicreleri dokunun tamirinde ve yeniden sekillendirilmesinde gorev
alir. Bu hiicreler tarafindan salgilanan faktorler genellikle timor biiylimesini destekler.
Makrofajlar salgilanan proinflamatuar sitokinlerin ana kaynagidir. Neredeyse biitlin
timorlerin mikrogevresinde makrofajlar bulunmaktadir. Klinik arastirmalarda meme
kanserindeki makrofaj birikiminin kotlii prognoza isaret ettigi gosterilmistir. Ayrica

tiimor mikrogevresindeki makrofajlarin tlimor hiicrelerinin invazyonunu ve metastazlari
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artirdig1 gosterilmistir. Ayrica makofajlar iirettikleri VEGF-A araciligiyla tiioriin invaziv
ucunda anjiogeneze de yol agmaktadir. Bu hiicreler genellikle tip 1 (M1) veya tip 2(M2)
fenotipinde bulunurlar. M1; TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler tretirken M2;
IL-4 ,1L-10, IL-13 gibi anti inflamatuar sitokinleri salgilar. M1 lerden salgilanan 1L-12,
yardimer T hiicre 1 (Thl) gelisimine ve anti-timor sitotoksik etkisine yardimei olur. M2
ler immiin baskilayici sitokinler salgilar ve tiimdr hiicrelerinin biiylimesini destekler.
Tiumor iligkili makrofajlar (TAM) genellikle M 2 fenotipindedir. Bu hiicrelerin
infiltrasyonu pek cok kanserde kotii prognoz belirtecidir. TAM lar invazyon ve
metastazi artiran pek ¢ok proteaz salgilar. Salgiladiklar: sitokinler tiimore 6zgiil edinsel

immiin yanitlar1 inhibe eder ve anjiojenik faktérler de neovaskiilarizasyonu artirir.

Notrofiller de TGF-B varligina gore tiimoriin destekleyicisi veya tiimore karsi
olabilirler. Makrofajlar gibi N1 ve N2 gibi fenotiplerle siniflandirilmistir. N2 veya timor
iligkili nétrofil (TAN) olarak adlandirilan fenotipe geciste TGF-B rolii biiyiiktiir. TGF-B
nin ayrica notrofillerin tiimdre infiltrasyonlarina ve tiimor sitotoksisitesine engel oldugu
diistiniilmektedir. N2 tipindeki nétrofillerin meme kanseri kaynaklt GM-CSF uyarimi ile
IL-6 benzeri bir sitokin olan oncostatin M irettikleri, bu sitokinin de meme kanseri
hiicrelerinden VEGF salinimim1 arttirarak anjiogenez ve invazizligi artirdigy
gosterilmistir. Ayrica notrofiller MMP iireterek hiicre dis1 matriks bilesenlerini pargalar

ve tiimdr invazyonunu kolaylastirir.

Dentritik hiicreler immiin cevap diizenleyicisi ve antijen sunucu hiicreler olarak gorev
yapar. Antijeni lenfoid dokulara tasiyarak hiicresel immiin yanita 6nemli katkida
bulunurlar. Meme kanseri hastalarinda yapilan kesitsel ¢alismalarda bu hiicrelerin
antijen sunum ve aktivasyon fonksiyonunu yitirdigi ayrica tiimor mikrogevresinde

immiin baskilayici sitokin saliniminin arttig bildirilmistir.

Ozetle kanserden salnan cesitli faktdrler ve inflamasyon, miyeloid kokenli hiicre
gruplarinin tiimor mikrogevresine toplanmasina ve burada doku yenilenmesi ve immiin

tolerans1 destekleyen fenotiplere donligmesine yol a¢maktadir. Timér mikro
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cevresindeki miyeloid hiicreler baslica timor anjiogenezine ve metastazina katkida
bulunur. Ayrica tiimérden salinan VEGF ve c¢esitli bliylime hormonlar1 kemik iliginde
iiretilen miyeloid hiicre miktarlarini arttirarak onlarin matiirasyonlarini engellemektedir.
Bu hiicrelerin basinda ise notrofil,monosit ve dentritik hiicrelerin onciilleri olan ve tam

olgunluga ulasamamis miyeloid kokenli baskilayici hiicreler (MDSC ler) gelmektedir.

2.3.3. Miyeloid Kokenli Hiicreler

Kanser biiytimesinde destek olan immun sistem hiicrelerine miyeloid kdkenli
baskilayict hiicreler (myeloid derived suppresor cells, MDSC) denir. Kemik iligi ve
dalakta lenfoid cevaplar1 baskiladiklarindan dolayr dogal baskilayict (NS)
denedebilir.(20,21)

Bu hiicrelerin gelisiminde, tiimoérden salinan graniilosit-makrofaj koloni stimule edici
hormonun (GM-CSF) 6nemli rolii oldugu bilinmektedir.(22,23)

Olgun olmayan miyeloid hiicreler MHC -1 ile sunulan antijenlere giiclii bir baskilama

yapar.(24)

Bu hiicreler periferik kan,lenf nodu ve dalakta bulunurlar.(25,26)

Tiimor mikrogevresinin  olusumunda ayrica; notrofiller, mast hiicreleri ve

eozinofillerde gorev alirlar.(16)
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2.3.4. Meme Kanserinde T Hiicre Yanitlari

Proinflamatuar ¢evre ve matiir antijen sunucu hiicreler arasindaki etkilesimler tiimore

0zel immun yanitin olugsmasini saglarlar.(27)

CD4+ T hiicreleri; inflamasyonda en énemli hiicrelerdeir. T hiicrelerinin ¢ok farkli alt

tipleri vardir ve hepsinin kendine 6zgiil gorevleri vardir.

Th 1 enfeksiyoz mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasin1 saglar. Kanser

gelisiminde anti-timoér immunite IFN araciligi ile Th 1 yanitlarin1 diizenler.(28)

Th 2 meme kanseri tarafindan infiltre edilebilir. Meme kanseri IL -13 uyarim ile

STAT 6 eksprese eder ve kanser hiicrelerinde anti-apoptotik yolaklar1 aktive eder.

2.4. Deneysel Meme Kanseri Olusturulmasi

Kimyasal karsinojenlerle ve 4T1 meme kanseri hiicresi enjekte edilerek olusturulmak

tizere 2 farkli yol ile deneysel meme kanseri olusturulabilmektedir.

N-Nitroz-N Metilire(NMU) Sprague — Dawley cinsi disi sicanlarda meme

adenokarsinomu olusturmak i¢in kullanilir.(29)

Transplante edilebilen 4T1 meme kanseri hiicresi Fred Miller tarafindan 1992 yilinda
tarif edilmistir.(20)

Bu hiicreler BALB/c ve doku kiiltiiriinde yasayabilirler.



14

4T 1 meme kaseri hiicrelerini tercih etme nedenlerimiz;

1) Kolay ekilebilir olmasi

2) Insan meme kanserine benzer metastaz yapar

3) Metastaz bolgeleri benzerlik gosterir

4) Primer timor rezeksyonu sonrasit metastatik bolgede ¢aligmalara devam

edilebilir.

2.5. Dalak

Enkapsiile bir damar kitlesi ve lenfoid dokudan olusan dalak viicuttaki en biiyiik
retikiiloendotelyal organdir. Dalak boyutu ve agirligi yasa gore degisir. Ortalama erigkin

dalagiise 7-11 cm uzunlugunda, 150gr agirligindadir.

Splenik parankim iki ana elementten olusur;kirmizi ve beyaz pulpa. Kirmizi ve beyaz

pulpa arasindaki ara yliz dar marjinal zondur.

Kirmizi pulpa; dinamik bir filtrasyon sistemi gibi gorev yapmaktadir. Makrofajlar,
mikroorganizmalar, hiicresel debris, antijen-antikor kompleksleri ve sertlesmis

eritrositleri dolasimdan yok etmeyi saglar.

Beyaz pulpa; T lenfositler ve aralikli B lenfosit yiginlar1 veya lenfoid folikiillerden
olugsmaktadir. Antijenik olarak uyarildiginda, folikiiller lenfosit proliferasyonuna merkez

olustururlar, uyar1 veya neden olan enfeksiyon gecince germinal merkeze doniistirler.

Marjinal zon ise kirmizi ve beyaz pulpanin birlesme yeridir. Kendine has iki makrofaji

vardir; marjinal zon makrofajlar: ve metallofilik makrofajlari.(30)
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2.5.1. Dalagin Fonksiyonlar1 ve Immiinolojisi

Yaglanmis yada haraplanmis kirmizi kan hiicreleri, anormal beyaz kan hiicreleri ve
plateletler kandan dalak tarafindan temizlenir. Immun mekanizmada dalagin, hem

humoral hem de hiicresel mekanizmada gorevi vardir.

Antijenler lenfoid folikiiller igindeki immun kompletan merkezlere sunulur. Bu
immunglobullerin (6zellikle IgM) hazirlanmasina yol agar, IgM yanit1 dalagin beyaz
pulpasindan opsonik antikorlar salinmasini saglar. Daha sonra splenik ve hepatik

retikiiloendotelyal sistem tarafindan antijen temizligi olanakli hale gelir.

Dalak ayni1 zamanda kompleman sisteminin alternatif yolunun baslamasinda

onemli olan properdin proteinin de kaynagidir.

Insan kanindaki hiicresel elementlerin yasam dongiileri ¢ok ¢esitlidir; notrofillerin

yar1 Omrii 6 saat olmasina ragmen; plateletler 10 giin, eritrositler 120 giin yasar.

Platelet havuzunun iigde biri dalakta sekestre edilir ve sekestreyonun %80 den

fazla olmasi ise splenomegaliye neden olur.

Splenomegali; basit olarak dalagin anaormal biiylimesini tarif eder. Ayrica dalagin
agirhginin 500 gr dan fazla olmasi, ¢apmnin 15 cm den fazla olasi da diger bir

tanimlamadir.
Literatiir splenomegaliyi; hafif, masif ve hiper diye gruplandirmistir.

Masif splenomegali dalak agirliginin 1000 gr’dan fazla olmasi, ¢apinin ise 22 cm’den

fazla olmasi olarak tarif edilmistir.(30)
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2.5.2 Splenektomi Endikasyonlar:

Splenektomi konaktaki ¢ok sayida durumda terapotikdir, bunlar kendi iginde genis

kategorilere ayrilabilirler.

1) Kirmizi kan hiicresi hastaliklari(herediter sferositoz,orak hiicreli anemi)
2) Trombosit bozukluklari(idiopatik trombositopenik purpura)

3) Beyaz kan hiicre bozukluklari(miyelodisplastik hastaliklar)

4) Kemik iligi hastaliklari(l6semi,lenfma)

5) Splenik tiimorler

6) Depo hastaliklari(gaucher,niemann-pick)

7) Splenik enfeksiyonlar,apseler,kistler

Toplamda splenektomi igin en sik endikasyon eksternal travma veya iatrojenik
yaralanmaya bagl travmadir. En sik elektif endikasyon ise idiopatik trombositopenik
purpura (ITP) dir.

2.5.3 Splenektomi Teknikleri

Elektif splenektomi uygulanacak hastalar ameliyattan en az 1 hafta oncesinde

polivalan pndmokok, meningokok ve hemofilius asilari ile agilanmalidir.

1) Agik splenektomi
2) Laparoskopik splenektomi
3) Parsiyel splenektomi(agik veya laparoskopik)
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Gecen birkag on yil i¢inde parsiyel splenektomi uygulamasi daha fazla giindeme
gelmektedir. ilk olarak 18.yy da bildirilen bu teknik &zellikle g¢ocuklardaki
postsplenektomi sepsis riskini en aza indirmek icin endikedir. Splenomegaliye yol agcan
belli lipid depo hastaliklar1 ve bazi travmatik dalak yaralanmalarinda ve ¢ocuklardaki

sferositoz parsiyel splenektomi ile tedavi edilebilirler.

Parsiyel splenektomide hem acik hem de laparoskopik yaklagimlar ¢ok iyi tarif edilmis

durumdadairlar.

2.5.4 Splenektomi Komplikasyonlar:

1) Pulmoner (sol altlob atelektazisi,pevral efiizyon,pnémoni)
2) Hemorajik (intraoperatif kanama,hematom)

3) Infeksiyoz (subfrenik apse,yara yeri enfeksiyonu)

4) Pankreatik (pankreatit, psodokist, pankreatik fistiil)

5) Tromboembolik (derin ven trombozu)

6) Ciddi postsplenektomik enfeksiyon (CPSE)

Splenektomili hastalarin biiyiik cogunlugunda dalak yoklugu hig¢bir kétii sonuca yol
acmamasina ragmen, CPSE’ nin potansiyel katastrofik sonuglari agisindan hayat boyu

uyanik olup uygun 6nlemler ve dnleyici tedbirler alinmalidir.

CPSE %1-5 oraninda goriiliir ve CPSE riskinin tek ve en 6nemli belirleyicisi
splenektominin gerekgesidir. Ayrica yas ve dalagin cikarilmasindan itibaren gegen

stirede 6nemlidir.
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En sik ajanlar S.pnémoni, N.menenjitis, H.influenza...

Koruyucu asilar ameliyattan 7-14 giin 6nce veya ameliyattan sonra 24 saat iginde

yapilmalidir.

Pnomokok asist 5-6 yilda bir,influenza asist her yil tekrarlanmalidir. Asplenik

¢ocuklar i¢in iki y1l boyunca giinliik tek doz penisilin veya amoksisilin dnerilir.

2.6 Splenektomi immiinolojisi

Dalagin organizmay1 enfeksiyonlara karsi korumada ciddi bir nemi vardir. Bunu
hem humoral hem de hiicresel immiinitede olan gorevleri ile gergeklestirir. Kompleman
sistemini aktive etmesi, spesifik antikor tiretimi, lenfositlerin olgunlastirilmasi, fagositoz

gibi immiinolojik rolleri vardir.(31,32)

Splenektomili hastalarda Ig diizeylerinin degismesi (1gG, IgA diizeyinde artis, IgM
diizeyinde azalma),komplemanin alternatif yolunda azalma, opsonizasyonun kaybolmasi

septik komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda 6ne ¢ikan nedenlerdir.(33,34)
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3. MATERYAL METOD

3.1. Deney Hayvanlari ve Protokolii

Calisma igin Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 28.08.2014
tarih, 2014/48 kayit ve 2014/48 — 05 karar numarali izni alindi.

Deneyler Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Onkoloji immiinoloji Unitesi
Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Helsinki deklerasyonu hayvan deneyleri ile ilgili etik
yasa uyarinca; deney hayvanlar1 laboratuarinda yetistirilen, agirliklar1 18-22 gr arasinda
degisen, standart laboratuar yemi ile beslenen ve normal musluk suyu verilen, 38 adet
altt haftalik Balb-c cinsi disi fare kullanilmistir. Deney hayvanlart oda sicakliginda

tutulmus ve kafeslerde takip edilmistir.

Calismaya toplam 28 adet, alt1 haftalik Balb-c cinsi disi fare dahil edildi. Hayvanlar;
kontrol meme kanseri grubu, meme kanseri + splenektomi, meme kanseri + parsiyel
splenektomi,G-CSF  enjeksiyonu+splenektomi, G-CSF  enjeksiyonu+parsiyel
splenektomi ve 6 hafta G-CSF enjeksiyonu alan kontrol grubu olmak iizere 6 gruba
ayrildi. Calismamizda 4T1 meme kanseri hiicresi ve G-CSF enjeksiyonu sonrasi total

veya parsiyel splenektomi uygulanmayan iki kontrol grubu bulunmaktadir.

3.2. Calisma Guplan

Calismaya toplam 6 grup dahil edildi.

1) Kontrol meme kanseri grubu (Gl): (5 adet Balb-c fare) Splenektomi
yapilmayan kontrol meme kanseri grubunda cerrahi islemin etkisini yaratmak {izere

orta hat kesisi ile cilt, cilt alt1 ve periton agilarak i¢ organlara dokunulmaksizin
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hayvanlar yeniden kapatildi. Ameliyat sonrast komplikasyon gozlenmeyen farelere 1

hafta sonra meme yag dokusuna sc. PBS(fosfat tamponlanmis ¢6zelti) verildi.

2) Meme kanseri+splenektomi grubu (G2) :(5 adet Balb-c fare) Tiimérlerin en
biiyiik ¢apinin yaklasik 0,5 cm ulagmasi ile cilt, cilt alt1 ve periton kesilerek laparotomi
yapildi. Sonrasinda dalak eksplore edildi. Mide ve barsaklardan disseke edildikten sonra
splenik damarlar 5-0 poly glycolide (%90) co-lactide (%10) (Pegelak, Dogsan) ile
baglanip, dalak ¢ikarildi. Katlar 5-0 poly glycolide (%90) co-lactide (%10) (Pegelak,

Dogsan) ile anatomik kapatilarak isleme son verildi.

3) Meme kanseri+parsiyel Splenektomi grubu (G3) : (5 adet Balb/C fareye)
Tiimorlerin en biiyiik apinin yaklasik 0.5 cm e ulagmasi ile cilt, cilt alti dokular periton
kesilerek laparotomi uygulandi. Dalak eksplore edildi. Splenik damar 5-0 poly glycolide
(%90) co-lactide (%10) (Pegelak, Dogsan) ile baglandiktan sonra dalagin %90 lik kismi
eksize edilecek sekilde gastrik breves damarlar korunarak dalak kranialinde %10 lik

kismi kalcak sekilde rezeksiyon yapildi.

4) G-CSF enjeksiyonu + splenektomi grubu (G4): (5 adet Balb-c fare) 3 hafta
boyunca G-CSF enjeksiyonu alan farelere 3.haftanin sonunda cilt, cilt alt1 ve periton
kesilerek laparotomi yapildi. Sonrasinda dalak eksplore edildi. Mide ve barsaklardan
disseke edildikten sonra splenik damarlar 5-0 poly glycolide (%90) co-lactide (%10)
(Pegelak, Dogsan) ile baglanip, dalak ¢ikarildi. Katlar 5-0 poly glycolide (%90) co-

lactide (%10) (Pegelak, Dogsan) ile anatomik kapatilarak isleme son verildi.

5) G-CSF enjeksiyonu + parsiyel splenektomi grubu (G5): (5 adet Balb-c fare) 3
hafta boyunca G-CSF enjeksiyonu alan farelere 3.haftanin sonunda cilt, cilt alt ve
periton kesilerek laparotomi yapildi. Splenik damar 5-0 poly glycolide (%90) co-lactide
(%10) (Pegelak, Dogsan) ile baglandiktan sonra dalagin %90 lik kismi eksize edilecek
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sekilde gastrik breves damarlar korunarak dalak kranialinde %10 Iik kismi kalcak

sekilde rezeksiyon yapildi.

6) G-CSF Kontrol grubu (G6): (3 adet Balb-c fare) 6 hafta boyunca G-CSF
enjekte edildi.

Haftada 2 kez inokiilasyon bolgesi palpe edilerek tiimor gelisimi ve timor ¢api 6l¢iildii.
Tim gruplarda viicut agirligr kaydedildi. Hayvanlarin genel saglik durumlari, su ve

besin alimlar1 géz 6niinde bulunduruldu.

Tiimor ¢apinin en ¢ok 2 cm’ye ve en az 0,5 cm’ye ulagmasi ile deneyler sonlandirildi.
Her hayvandan serum toplandi ve ¢ikarilan organlar immiinolojik analizler i¢cin PBS

i¢erisine alindi.

3.3. Anestezi

Tim gruplar i¢in genel anestezi, 5 mg/kg xylasine (Alfazyne- %2 ) ve 150 mg/kg

ketamin hidrokloriir ( Ketalar- %5 ) karisimi intraperitoneal verilerek saglanmistir.

3.4. Cerrahi Teknik

3.4.1 Total Splenketomi

Balb/C tiirii deney hayvanlarina anestezik olarak 150 mg/kg dan kg ketamin
hidrokloriir ( Ketalar- %5 ) ve 5 mg/kg dan xylasine (Alfazyne- %2 ) diliie edilerek sag

karin bolgesi sc.enjekte edildi. Daha sonra supin pozisyonda sabitlenen hayvanlarin
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ameliyat yerleri batikon ile temizlendikten sonra, 11 numara bistiirii ile orta kat kesi ile
cilt cilt alt1 ve periton kesilerek laparotomi yapildi. Penset ile dalak hafifce tutulup
mide, pankreas ve barsaklardan kiint olarak disseke edildikten sonra splenik damar 5-0
poly glycolide (%90) co-lactide (%10) (Pegelak, Dogsan) ile baglanip splencktomi
gerceklestirildi. Kanama kontrolii takiben periton ve cilt 5-0 vikril ile kontinue

kapatilarak ameliyat sonlandirildi.

3.4.2 Parsiyel Splenektomi

Balb/C tiirii deney hayvanlarina anestezik olarak 150 mg/kg dan kg ketamin
hidroklortiir ( Ketalar- %5 ) ve 5 mg/kg dan xylasine (Alfazyne- %2 ) diliie edilerek sag
karm bolgesine enjekte edildi. Daha sonra supin pozisyonda sabitlenen hayvanlarin
ameliyat yerleri batikon ile temizlendikten sonra, 11 numara bistiirii ile orta kat kesi ile
cilt cilt alt1 ve periton kesilerek laparotomi yapildi. Penset ile dalak hafifce tutulup
pankreas ve barsaklardan kiint olarak disseke edildikten sonra splenik damar 5-0 poly
glycolide (%90) co-lactide (%10) (Pegelak, Dogsan) ile baglanip, gastrik breves
damarlar korunarak dalagin %10 kranial kismi kalacak sekilde parsiyel splenektomi
gerceklestirildi. Kanama kontrolii takiben periton ve cilt 5-0 poly glycolide (%90) co-
lactide (%10) (Pegelak, Dogsan) ile kontinue kapatilarak ameliyat sonlandirildi.

Deney sonlandirilan hayvanlarda, eter ile sedasyon sonrasi, dekapitasyon sonrasi
kan Ornegi alindi. Sonrasinda cilt cilt alti1 kesilen hayvanlarda peritoneal timor
implantlar1 ¢ikarildi. Ardindan karin ve gogilis bolgeleri acilan hayvanlarda tiim

organlar, timdr odaklar1 eksplore edildi.
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3.5. Degerlendirme Parametreleri

1- Hayvan agirhiklari: Tiim gruplarda hayvanlar haftada 2 kez olmak tizere toplam 7

kez tartilarak 3 hafta boyunca takip edildi.

2- Dalak boyut ve agirh@r: Tiim gruplarda deneyler sonlandirildiktan sonra organlar

agirlik ve boyutlari 6l¢iilerek degerlendirildi.

3- Tiimor agirhik ve ¢aplari: Tiimdr olusturulmus gruplarda ( grup 1, 2, 3) haftada 2
kez tiimor caplar 6l¢iildii. Deneyler sonlandirildiktan sonra tiim timdr implantlar: tek

tek agirlik ve boyut olarak ol¢iiliip degerlendirildi.

4- Miyeloid kokenli hiicre sayillar1 ve dagilimlari: Tim gruplarda deney
sonlandirildiktan sonra alinan kan Ornekleri akim sitometri cihazi ile miyeloid hiicre

say1 ve dagilimlari a¢isindan analiz edildi.

5- Periferik kanda lokositoz: Tiim gruplarda deneyler sonlandirildiktan sonra alinan

kan 6rneginde akim sitometri cihazi ile 16kosit sayisi( monositik ve grantilositik) analiz

edildi.

Akim sitometri: Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra elde edilen tiimor ve dalak
dokular1 PBS tamponu bulunan steril bir petri kabina alinarak mekanik islemlerle
siispansiyon haline getirildi ve 70 um agiklig1r bulunan filtrelerden siiziildii. Siiziintii,
Ficoll yogunluk gradienti ile fraksiyonlarina ayrildi ve mononiikleer immiin hiicrece
zengin olan faz toplanarak ilgili antikorlarla isaretlendi. Miyeloid kokenli hiicrelerin
dagilimi anti-Gr 1, anti- 4/7, anti CD 11b antikorlari ile belirlendi. Analizler FACSAria-
IT akim sitometri cihaziyla (Becton-Dickinson, ABD) ile yapildi. Pozitif hiicre yiizdesi

uygun izotip kontrol antikoru ile karsilagtirilarak degerlendirildi.
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Meme tiimorli igeren gruplarda tiimor dokusunun makroskopik ozellikleri ve karin
duvari periton invazyonu gozle degerlendirildi. Makroskopik olarak intraabdominal ve
intratorasik yaygin timor varligl, gozle goriilen biiyiikliikte meme tiimorii metastazi

varligt degerlendirildi.

3.6. istatistiksel Analizler

Deneysel gruplardan elde edilen veriler i¢in Excell Office programi 2013 versiyonu
kullanildi. Elde edilen veriler SPSS programi kullanilarak Mann Whitney U testi ile
analize edildi ve degerlendirildi. P<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Resim.1: G-CSF enjeksiyonu yapilmig Resim. 2: 4T1 meme kanseri hiicresi enjekte
tiimorsiiz farenin laparotomi Oncesi edilmis farede laparotomi Oncesi. Sol alt
kadrandaki tiimoral kitle net bir sekilde

secilebilmektedir.

Resim.1l: Orta hat lapartomi

insizyonu ile karin i¢ine girilmesi.
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Resim. 2: G-CSF enjeksiyonu
sonrast laparotomide

splenomegali goriintiisii.
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Resim. 3: G-CSF sonrasi
splenomegali goriilen dalakta

total splenektomi.
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Resim. 4: Laparotomi ve
splenektomi sonrast katlarin

anatomik olarak kapatilmasi sonrasi.
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Resim. 5: 4T1 meme Kkanseri
hiicresi ~ enjeksiyonu  sonrasi

goriilen splenomegali.

Resim. 6: Parsiyel splenektomi
sonrasi kalan dalak dokusunun

goruntustu.
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4. BULGULAR

Hayvanlarda degerlendirme parametreleri olarak tiimoér g¢aplari, organ boyut ve
agirliklar, lokositoz, MKH diizeyleri ve dagilimlari, genel saglik durumlarinin

analizleri yapildu.

4.1. Hayvan Agirhklar

HAYVAN AGIRLIGI
30
25
" MM—.
15 |

10

Hayvan Agirhigi (gram)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
TARTIM SAYISI (2KEZ/HAFTA)

e=@=G1 TUmOrll e=@==G2 TUmOor + Total G3 TUmor + Parsiyel
e=@==G4 G-CSF + Total = ==@=G5 G-CSF + Parsiyel G6 G-CSF Kontrol

Sekil.4.1. 1: Hayvan agirliklar

G-CSF’ nin insanlarda ACTH bagimsiz olarak kilo aldrdig bilinmektedir. Bizim
calismamizda 6zellikle G-CSF + total splenektomi uygulanan hayvanlarda olmak iizere

G-CSF + parsiyel splenektomide de kilo artist korele olarak gézlenmistir.
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4.2. Dalak Boyut ve Agirhiklar:

Ozellikle meme kanserinde olmak iizere yiiksek diizeyde G-CSF eksprese eden

tiimdrlerde splenomegali ortaya ¢ikmaktadir.

DALAK AGIRLIKLARI

500
450
400
350
300
250
200
150

100
0 L] = 1 =
0
: R

mg

Sekil.4.2. 1: Dalak agirliklar

En yiksek dalak agirhg 4T1 meme kanseri hiicresi enjeksiyonu sonrasi parsiyel splenektomi

uygulanan grupta (G3) gorulmustir.
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Sakrifikasyon sonrasi dalak agirligi yine meme kanseri hiicresi enjekte edilen grupta yiksek

bulunmustur.

G-CSF enjeksiyonu sonrasi da dalak agirliginda artma gozlenmistir.

PARTYIAL c.ouwm.?
12w R it o\ R

=80

Resim. 9: G-CSF sonrasi kontrol grubu ve parsiyel splenektomi uygulanan farelerin

sakrifikasyon sonrasi dalak goriintiileri.
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Resim. 10: 4T1 meme kanseri hiicresi enjeksiyonu sonrasi parsiyel splenektomi

uygulanan farelerin sakrifikasyon sonrasi ¢ikarilan dalak ve tiimorleri

Resim. 11: Total splenektomi sonrasi ¢ikan dalak spesmenlerinin goriintiisii
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4.3. Tiimor Agirhik ve Caplar

TUMOR AGIRLIGI
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G1 Timor G2 Tumor + Total G3 TUmor + Parsiyel

Sekil.4.3.1: Timor agirlik degisimleri

Timor agirliklarina bakildigi zaman meme kanser + total splenektomi yapilan
grubun kontrol meme kanseri grubundan daha az bulunmasi splenektomi yapilinca
timor hacminin kii¢iildiigiinii, parsiyelde timér agirhiginin daha az degistigini

gostermektedir.



TUMOR OLGUMLERI

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

1 2 3 4 5 6 7

Olcim sayisi

Geomertik ortalama (cm)

=@=G1TUmOr ==@=G2 TUmOor + Total  ==@==G3 TUmor + Parsiyel

Sekil.4.3.2: Timdr boyut degisimleri

TUMOR CAPLARI

o Ll
0 B N B O ®

e o9
N RO

Geometrik ortalama (cm)

G1 Timor G2 TUmor + Total G3 TUmor + Parsiyel

Sakrifikasyon Sonrasi Olciimler

Sekil.4.3.3: Sakrifikasyon sonras1 timor boyut degisimleri
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Timor boyutu parsiyel splenektomi uygulanan grupta en yiliksek bulunmustur. En dislk ise

total splenektomi uygulanan grupta tespit edilmistir.

4.4. Myeloid Koékenli Hiicre Say1 ve Dagilimlar:

4.4.1. Periferik kanda myeloid kokenli hiicreler

Splenektomi 16kositoza neden olur ¢iinkii ekstramediiller hematopoez yapilan bir
organ cikartildiginda kemik ilignden ¢ikan biitiin hiicreler dolasimda birikmektedir. Bu
durum ozellikle kanser gruplarinda goriilmektedir. Bunun nedeni ise kanser kemik
iligindeki hematopoezi hizlandirirak bircok faktér salgilanmasina ve dolasima

gegmesine neden olmaktadir.

Bu immatiir hiicreler 6zellikle graniilosit ve monosit olmak tizere olmak iizere iKi
tipe ayrilmislardir.(35) Tiimor modellerinde her iki grupta sayisal artis gézlnmis olup,
graniilositik hiicreler monositik olanlardan daha fazla birikim gostermektedirler.
Tiimdrlerde baslica birikim gosteren graniilositlerin proliferasyon yetenekleri yoktur,

buna ragmen az sayida goriilen monositlerin proliferasyon yetenekleri vardir.(36)
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Periferik kan

70
60
50
30
20 I
10
0 [ | [ ]

G1TUimor G2 Tuimor+ G3 Tumor+ G4 G-CSF+ G5 G-CSF+  G6 G-CSF
Total Parsiyel Total Parsiyel Kontrol

Miyeloid kokenli
CD11b* Gr-1*
hiicre ylzdesi

Sekil.4.4.1. 1: Periferik kanda myeloid kokenli hiicre say1 ve dagilimlari

Miyelid kokenli hiicre sayisi timor enjeke edilen gupta Ozellikle de total splenektomi
uygulanan meme kanseri grubunda ¢ok fazla artmistir. Parsiyel splenektomi uygulanan meme

kanseri grubunda ise kontrol meme kanseri grubuna gore daha distik bulunmustur.



Periferik kan

- M I
0 1

G1Tumér G2 Tumoér+ G3Tumor+ G4 G-CSF+ G5 G-CSF+ G6 G-CSF
Total Parsiyel Total Parsiyel Kontrol

Monositik Ly6CYuksek
Ly6
Hiicre ylzdesi

Sekil.4.4.1. 2: Periferik kanda monositik hiicre dagilimlari

G-CSF enjekte edilen gruplarda monositik hiicre hakimiyeti gériilmektedir.

38



39

Periferik kan
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Sekil.4.4.1. 3: Periferik kanda graniilositik hiicre dagilimlar

Hicre yuzdesi
o O o g o

Granulositik Ly6Cdisik|y6+

Granllositik hiicre hakimiyeti meme kanseri olsturulan guplarda yiiksek olmakla birlikte G-CSF

alan gruplarda da yukesImistir.
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4.5, Periferik Kanda Lokositoz

Periferik kandaki lokositoz
140000
120000

100000

80000
60000
40000
20000 I I
0 [

G1TUmor G2 TUmor + G3 Tumoér + G4 G-CSF+ G5 G-CSF+  G6 G-CSF
Total Parsiyel Total Parsiyel Kontrol

hicre sayisi/ul

Sekil.4.5.1: Periferik kanda 16kositoz

G-CSF enjekte edildikten sonra splenektomi yapilan grupta minimal l6kositoz
gozlenmistir. Asil timér + splenektomi uygulanan farelerde l6kositoz belitgin bir

sekilde gozlenmektedir.
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4.6. Dalakta Myeloid kokenli hiicreler

MDSC ler tiimorler ile birlikte kemik iliginden c¢ikar, periferik kana gecer ve ilk olarak
hemotopoetik organ olan karaciger ve dalakta birikirler. Bizim c¢alismamizda timor
enjeksiyonu ile beraber miyeloid hiicreler anlamli olarak dalakta birikmistir ve

splenomegaliye neden olmustur.

Dalak
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'é 16
C|J+\_| $14
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:OG'CNilz
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) (@)
>D:34
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’ []

G1 Timor G2 Tumor G3 Tumoér G4 G-CSF + G5 G-CSF+ G6 G-CSF
+Total  + Parsiyel Total Parsiyel Kontrol

Sekil.4.6. 1: Dalakta total miyeloid kékenli hiicre yiizdeleri
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Tiimdrle beraber ilk olarak monositik kdkenli hiicreler artis gosterip, tiimdriin
ilerleyen evrelerinde bu hiicrelerin yerini graniilosit kokenli hiicrelere biraktigi

gbzlenmistir.

G-CSF periferik kandaki gibi dalakta da monositik kokenli hiicreleri artirmistir.

Splenektomi yapildiktan sonra bu hiicreler graniilosit kokenli hiicrelere doniismiislerdir.

Dalak

u o N
o O o o

S
o

Hlcre yuzdesi
N oY

=
o

G1TUmor G2 Tumor + G3 Tumor + G4 G-CSF+ G5 G-CSF+  G6 G-CSF
Total Parsiyel Total Parsiyel Kontrol

Grantilositik Ly6CdustikLy6*

Sekil.4.6. 2: Dalakta graniilositik hiicre sayilar

G-CSF ile beraber dalakta miyeloid hiicre artig1 yine gézlenmekte olup tiimor kadar
yiiksek degildir. Bunun nedeni de G-CSF’ nin tek basina miyeloid kokenli baskilayict

hiicreleri uyaramamasindan kaynaklanmaktadir
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Dalak
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Sekil.4.6.3: Dalakta monositik hiicre sayilari

G-CSF periferik kandaki gibi dalakta da monositik kokenli hiicreleri artirmistir.
Splenektomi yapildiktan sonra bu hiicreler graniilosit kokenli hiicrelere dontismiislerdir.

Dalakta da monositik hiicre p degeri 0,035 ile anlamli bulunmustur.
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TARTISMA

Kadinlarda en sik goriilen kanser meme kanseridir. Meme kanserinin tan1 ve
tedavisindeki gelismelere ragmen ¢ogu hastada tedaviye direng goriilmektedir. Meme
kanseri tedavisinde yeni tedavi prensiplerinin gelistirilmesi bu hastalikta kiir elde etmek
icin denmlidir. Meme kanseri direk invazyon, lenfatik ve kan araciligi ile metastaz
yapmaktadir. Hematojen yol ile en sik akciger, kemik ve karacigere metastaz
yapmakadir.(37) Immiin sistemin kansere karsi konag koruyucu etkisinin yani sira
immiinitesi diisiik tiimorlerin olusumuna da katki sagladigi gilinlimiizde yapilan fare

deneylerinde gdsterilmistir.(38)

Kanserlerin mikrogevresinde makrofajlar bulunmaktadir ve ¢aligmalar gostermistir

ki makrofaj birikimi kotii prognoza isaret etmektedir.(39)

MDSC’ ler miyeloid hiicrelerin tam olarak tanimlanmis bir alt grubu olmaktan
ziyade matiir hiicrelere farklilagmalar1 engellenmis aktiv immatiir hiicrelerin
olusturudugu heterojen bir topluluktur. MDSC” lerin ortadan kaldirilmasi hastalikta ¢cok
1yl bir iyilesme hatta anti-tiimor etki bile yaratabilir. MDSC’ ler ayrica tiimor hiicresi

invazyonu, anjiogenez ve metastaza destek olabilirler.(29)

G-CSF’nin solid tiimdrlerde hem tlimorojenik hemde anti tlimorojenik rolleri
oldugu bilinmektedir. G-CSF’nin tiimorojenik oldugu kanserler; malign mlanom,
kolorektal kanserler ve meme kanseridir. Kemik metastazi olan meme kanserlerinde G-

CSF’nin korele olarak yiliksek seyrettigi gosterilmistir.(40)
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Calismamizda 4T 1 meme kaseri hiicrelerini tercih etme nedenlerimiz;

1) Kolay ekilebilir olmasi

2) Insan meme kanserine benzer metastaz yapmasi

3) Metastaz bolgeleri benzerlik gostermesi

4) Primer timor rezeksyonu sonrasit metastatik bolgede ¢aligmalara devam

edilebilir olmasi dir.

Meme kanseri modelinde total ve parsiyel splenektominin immiinolojik etkileri ile
ilgili olarak ¢alismamizda hayvan agirliklar1 bakimindan G-CSF enjekte edilen ve total
splenektomi uygulanan farelerde anlamli kilo artis1 izlenmistir. Dalak agirhigi timor
enjeksiyonu sonrasi carpict bir sekilde artnistir, bunun nedeni ise tiimoériin G-CSF
disinda splenomegaliye neden olabilecek baska faktorlerin salgilanabiliyor olmast veya
tiimdriin biiylimesi ile beraber kanda G-CSF sekresyonunun artmasi olabilir. O yiizden

diger faktorlerin de arastirilmasi ayr1 bir konu baslig1 olabilir.

Hem total, hem de parsiyel splenektomi uygulanan farelerde MDSC’ ler artmistir.
Dalakta; total splenektomi sonrast monositik hiicre daha fazla artmis, periferik kanda
graniilosit ve monositik hiicreler esit miktarda artmistir. Bu durum monositik hiicrelerin
proliferasyon yetenekleri de géz oniinde tutuldugunda dalag: ¢ikarilan farelerde primer
tiimoriin daha yavas biiyliyecegini agiklayabilir. Fakat yapilan caligmalarda primer
timor lin yavas biiylimesine ragmen metastaz sayist artmistir. Bu tezat su an

¢ozlilememistir. (41)

Calismamizda timor enjeksiyonu + total splenektomi uygulanan grupta belirgin
16kositoz izlenmistir. Bunun nedeni ise hem tiimoriin kemik iligini ¢alistirmasi, hem de
kemik ilignden kana gecen immatiir karakterde olan miyeloid kokenli baskilayici
hiicreler olabilirler. Lokositozun nedenini agiklamak ic¢in kemik iligi arastirmasi ayri

bir ¢alisma olabilir.
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Bizim calismamizda G-CSF ile birlikte dalak agirliginda artis gozlendi, fakat en goze
carpici sonug tiimor enjeksiyonu sonrasi hayvanlarin dalak agirhigindaki artistir. Bunun
sebebi de tiimorde G-CSF’ nin disinda splenomegaliye neden olabilecek baska
faktorlerin salgilanabiliyor olmasi veya tiimdriin biiylimesi ile beraber kanda G-CSF
ekspresyonunun artmasindandir. Bu nedenden dolay1 splenomegali ve dalak agirlig
artisina neden olabilecek diger faktorlerin arastirilmasi konuyu daha net bir hale

getirebilir.

Sadece G-CSF alan farelerin kanlarinda tiimdrdekilere gore daha yiliksek monositik
kokenli hiicre bulunmustur. Fakat timér enjekte edilen farelerde graniilositik kokenli
hiicreler daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni olarak da kanserden salgilanan
hematopoez uyarici karisik faktorlerin temelde grantilositik kdkenli hiicreleri uyardigi

disiintilebilir.

Parsiyel splenektomi uygulanan meme kanseri grubu ile total splenektomi uygulanan
meme kanseri grubunda kan ve dalak miyeloid hiicre parametrelerinin korele seyrettigi
gozlenmistir. Total splenektomi sonrasi timor metastazinin arttigi bilinmektedir.
Miyeliod hiicrelere bakilarak parsiyel splenektomi de metastazlarin total splenektomiye
gore daha az olmasi bizim c¢alismamizda beklenmektedir; fakat bunun net olarak

sOylenmesi i¢in histopatolojik ¢aligma yapilmasi gerekmektedir.

Parsiyel splenektomi sonrasi 6zellikle ¢ocuklarda post splenektomi sepsis oranin
anlml 6lclide azaldig1 daha 6nceki ¢alismalarda kanitlanmistir. Bu yiizden ¢ocuklardaki

hematolojik hastaliklarda ve fokal tiimorlerde parsiyel splenektomi onerilmektedir.(44)

Bu ¢aligmaya ek olarak kemik iligi arastirilmasi, histopatolojik ¢aligma ve klinik
aragtirmalar ile dalagin 1mmiinite ve kanser immiinolojisindeki Yyeri daha da

aydinlatilabilir.
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6. SONUC

1) G-CSF kilo alimimi belirgin bir sekilde desteklemektedir.

2) Splenektomi yapilan hayvanlarda da G-CSF ile sinerjik olmasi ile beraber kilo artisi

gbzlemlenmistir.

3) G-CSF splenomegaliyi desteklemistir, fakat esas splenomegali G-CSF’ e ek olarak

tiimorden salgilanan faktorlerle belirgin hale gelmistir.

4) Splenektomili farelerde timoér agirliklarinin diisiik bulunmasi dalagin; timor

koruyucu etkisinin olacagini1 gosterebilir.

5) G-CSF tek basina monositik hiicrelerin artisina neden olurken, (p degeri 0,035)
timoriin erken evresinde monositik kokenli hiicreler artis gosterip, ileri evrelerde bu

hiicreler yerini graniilositik hiicrelere birakmaktadir.
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