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ETiK BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitlin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlar: kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi beyan

ederim.
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TESEKKUR

Tez calismamin planlanmasi, projelendirilmesi ve sonuglarinin degerlendirilmesinde

onemli katkilarda bulunan danisman hocam Saym Dog. Dr. Gamze TANRIOVER e,

Calismalarimda ihtiyacim oldugunda yardimlarini esirgemeyerek her zaman destek olan
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nin tim hocalarina, asistan arkadaslarima ve

calisanlarina,

Yardimlar1 ile her zaman yanimda olan Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitlisti’niin degerli elemanlarina,

Son olarak, beni yalniz birakmayan, destegini higbir zaman esirgemeyen ve her zaman
yanimda olan gilizel insanlara; ailemin tiim {yelerine en igten saygi, sevgi ve

tesekkiirlerimi sunuyorum.



OZET

Amag¢: CCM1, CCM2 ve CCM3 genlerinde tanimlanan mutasyonlar sporadik ya da kalitsal olup
santral sinir sisteminde goriilen serebral kavernoz malformasyonlarin (SKM) sebebidir. Bu
genlerin fonksiyonlar1 hala tam olarak anlasilamamasina ragmen; hiicre-hiicre baglantilarinda,
migrasyonda, hiicrenin oryantasyonunda ve apoptozunda 6nemli rollerinin oldugu gosterilmistir.
SKM proteinleri hiicre igerisinde iiclii 6zel bir yap1 olusturmakta ve adezyon molekiilleri ile
hiicre iskeleti arasinda baglanti kurmaktadirlar. Bu bilgilere gore; ¢alismamizda, serebral
kavernoz malformasyonda tanimlanmis ve daha 6nce primer timor ve metastazlardaki etkisi
arastirilmamis CCM1, CCM2 ve CCM3 proteinlerinin hem primer tiimorlerde hem de akciger ve

karaciger gibi metastatik dokulardaki ekspresyonlarini degerlendirmeyi amagladik.

Materyal ve Yontem: Calismamizda; 4T1 (metastatik meme kanseri hiicre hatti) hiicrelerinin
karaciger ve kalp dokularina metastazlari sonrasinda elde edilen 4TLM ve 4THM hiicreleri
kullanildi. Hiicreler 500.000 hiicre/fare olacak sekilde 8-10 haftalik Balb/C disi farelerin meme
dokularma ortotopik olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan 26 giin sonra fareler sakrifiye edilerek
primer tiimorleri, akciger ve karaciger dokulari g¢ikartildi, parafin bloklar hazirlandi. CCM1,
CCM2 ve CCM3 proteinlerinin ekspresyonlari immiinohistokimya ve western-blot teknigi ile
degerlendirildi. Tiim bulgular tiimér enjeksiyonu yapilmamis kontrol hayvanlari ile kiyaslanarak

yorumlandi.

Bulgular: Primer tiimoér dokularinda ii¢ proteinin ekspresyonu da gozlendi. Timoér enjekte
edilen farelerin akciger ve karacigerlerinde CCM1 ve CCM2 benzer siddette ekspresyon
patternine sahipken; CCMS3 daha yogun bir immunoreaksiyon sergiledi. Metatatik dokularin
Ozellikle metastaz alanlarinda CCM proteinlerinin reaksiyonuna rastlanmadi. Bu alanlarda

gozlenen nadir immunreaksiyonlarin Kupfer hiicrelere ait oldugu gortldii.

Sonug¢: CCM proteinlerinin primer tiimorlere kiyasla metastatik dokulardaki ekspresyon farklar
ve metastatik alanlarda ekspresyonlarmin goriilmeyisi; bu proteinlerin metastaz da rol
oynayabilecegini ve invaze olan tiimdr hiicrelerinin adezif baglant1 yapilarini degistirerek kendi

mikrogevrelerini yaratabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: CCM1, CCM2, CCM3, meme kanseri, metastaz



ABSTRACT

Objective: Sporadic or familial mutations in at least three genes, CCM1, CCM2,
CCMS, cause Cerebral cavernous malformations (CCMs) which mostly occurs in the
central nervous system. The precise functions of these genes are not fully understood.
Studies show that the proteins are thought to have important roles on cell-cell junctions,
migration, and apoptosis. All three proteins can be found in a same complex within the
cell and they maintain stabilization of cell junctions. However; the role of CCM proteins
on tumor development and metastasis has not been explained yet. Therefore, the aim of
the study was to evaluate the expressions of CCM1, CCM2, CCM3 proteins in primary
breast cancer tumor and highly metastatic organs lung and liver.

Method: In our study; 4TLM, 4THM cell lines obtained from the metastasis of 4T1
(metastatic breast cancer cells) cells to liver, heart tissues were used. 4TLM, 4THM
(500.000 cell/mouse) cells were injected to breast tissues of Balb/C female mice (8-10
weeks old) orthotopically. After 26 days, the primary tumors, liver and lung tissues were
obtained and paraffin blocks were prepared. CCM1, CCM2 and CCM3
immunoreactions were evaluated by immunohistochemistry. All the findings were

interpreted by comparing control animals that were not injected with tumor cells.

Results: It was observed three CCM protein expressions in primary tumor tissues of all
tumor injected animals. The expressions of CCM1 and CCM2 in lung and liver tissues
were similar to the other. CCM2 expressions were vulnerable but, CCM3 had higher
immunoreactivity in both groups. Interestingly, CCM proteins were not seen in
metastatic tumor mass in liver tissues. But, CCM proteins were mainly observed in

Kupffer cells and macrophages.

Conclusion: The loss of CCM expressions in metastatic tissues and metastatic tumor
mass which may change adherent junctions’ stability, create it’s own microenvironment
and facilitate metastasis to distant organs. Therefore; CCM proteins might have a role

new perspective of carcinogenesis.

Keywords: CCM1, CCM2, CCM3, breast cancer, metastasis
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1. GIRIS

Kavern6z Malformasyonlar sporadik, ya da kalitsal olarak hastalikla ilgili genlerin
fonksiyonlarini yitirmesi sonucunda ortaya ¢ikan vaskiiler lezyonlardir (Gunel ve ark.
1996). Damarlarda endotel hiicreleri arasindaki baglantilarda kopmalara, dolayisiyla da
damar yapilarinda bozulmalara sebep olduklar1 bilinmektedir (Baxter ve ark. 2014).
Vaskiiler sistemde meydana gelen bu sorunlar, sizintilara sebep olmaktadir. Bu alanda
kan akiminin disar1 sizmasina bagli olarak ciddi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu sorunun
merkezi sinir sisteminde goriilmesi de serebral kavernoz malformasyon (SKM; CCM;
Cerebral Cavernous Malformations) olarak tanimlanmaktadir. SKM sonucunda merkezi
sinir sisteminde kanamalar, inme ve fel¢ gibi sorunlar ortaya ¢ikmakta ve hayati

tehlikeye sebep olmaktadir (Cavalcanti ve ark. 2012, Baxter ve ark. 2014).

Serebral kaverndz malformasyonlara sebep olan gen bolgeleri insanlarda belirlenmis ve
3 adet lokus tanimlanmistir; CCM1 (KRIT 1), CCM2 (OSM veya MALCAVERNIN),
CCM3 (PDCD10)’diir (Cavalcanti ve ark. 2012). Bu 3 genin {irinii olan proteinler
birlikte ticlii 6zel bir yap1 sergilemektedirler. Olusan bu 6zel yapr adezyon molekiilleri
ile tutunarak damar endotellerinin birbirine sikica baglanmalarinda onemli rol

oynamaktadirlar.

Bu 3 proteinin birlikte olusturduklari kompleksteki gorevlerinden farkli olarak bireysel
baska gorevleri de bulunmaktadir (Denier ve ark. 2006, Zhu ve ark. 2010).
Calismamizda, normal hiicrelerde bu adezyonun kurulmasinda etken rol olan CCM
proteinleri timor hiicrelerinde ve metastaz gozlenen dokularda ayni ekspresyon

diizeyine sahip midir fikrinden yola ¢ikarak hipotezimizi kurguladik.

Hipotezimiz dogriltusunda; metastatik karakterleri farkli meme timor hiicrelerini
kullanarak meme kanseri modeli olusturup, bu modelde CCM proteinlerinin
ekspresyonlarini ~ immiinohistokimyasal =~ olarak  degerlendirmeyi  amacladik.
Planladigimiz ¢alismada, primer timor ve uzak metastaz yanitin1 degerlendirmek igin,

akciger ve karaciger dokularin1 degerlendirmeyi sectik.



CCM proteinlerinin literatiirde aciklanan rolleri dikkate alindiginda, normal hiicrelerde
migrasyon ve hiicre oryantasyonundaki etkinligi dikkate alininca, malign ve metastaz
yetenegi yilksek timor hiicrelerinde ve in vivo modelde timor gelisimi ve
metastazlardaki ekspresyonunu ve olasi rollerini gosteren herhangi bir c¢alisma
literatlirde yer almamaktadir. Literatiirde var olan tek ¢calisma; CCM3’iin benign prostat
kanserindeki ekspresyonuna ek olarak malign Glioblastomadaki (GBM) ekspresyonunun
aciklanmasi tizerine kuruludur (Lambertz ve ark. 2015). CCM3’iin in vivo GBM primer
timori (Lambertz ve ark. 2015) ve in vitro malign T hiicre hattinda ekspresyonu
literatiirde gosterilmistir (Lauenborg ve ark. 2010). CCM3 proteini ile ilgili var olan bu
bilgiler disinda karsinogenez ile ilgili baska bir ¢alismaya rastlanilmamaktadir. Bu
caligmayla; CCM3’iin diger CCM proteinleri ile birlikte olusturduklari kompleksten yola
cikarak; maligniteleri farkli primer tiimoérler ve metastazlarindaki ekspresyonlar1 da
birbirlerine paralel seyredebilir diisiincesiyle yola c¢ikarak; malign karakterli meme

kanserleri ve metastatik organlardaki ekspresyonlarinin degerlendirilmesi planlanmustir.

1.1 AMAC

SKM’a ait CCM1, CCM2 ve CCM3 genlerinin vaskiiler endoteldeki rolleri ve etkinligi
literatlirde tanimlanmis ancak bu {i¢ proteinin meme kanseri ve metastatik organlardaki
ekspresyonlar1 in vitro ve in vivo olarak agiklanmamistir. Bu nedenle, bu proteinlerin
ozellikle tiimorogenezdeki rolleri konuyu arastirmaya deger kilmaktadir. Her ii¢
proteinin, primer timor ile akciger ve karaciger gibi metastatik dokulardaki
ekspresyonlari; hem birbirlerine hem de farkli hiicre hatlarina gore reaksiyonlari, timor
hiicrelerinin metastatik niglerine gore degisebilecegi fikrini akla getirmektedir. Bu
diisiinceden yola cikarak; farkli malignitelere sahip hiicre hatlar1 kullanarak olusturulan
ortotopik meme kanseri modelinde; primer timor ve matastatik organlarda bu iic

proteinin ekspresyonlarinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tiiméor

Dokudaki herhangi bir hiicre veya hiicre toplulugunun organizmanin kontrolii digina
cikarak cogalmasi, Dbiiyliyerek Kkitleler olusturmasi timor olusumu olarak
tanimlanmaktadir. Bu kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin normal hiicrelere gore
proliferasyon, apoptoz ve anjiyogenez siiregleri de farkliliklar gostermektedir (Cooper
1992). Timorler benign ya da malign yapida olabilirler. Benign karakterdeki tiimorler
bulunduklar1 ortamda gelisen, herhangi bir invazyon ya da metastaz yapma egiliminde
olmayan tiimdrlerdir. Malign tiimorlere gore daha yavas biiyliime gdosterirler. Malign
tiimorler ise daha cabuk gelisirler, gelistikleri dokunun etrafina invazyon ve yayilma
egilimi gosterirler. Timor hiicreleri yasamlari boyunca, proliferatif sinyallere sahip
olmak, biiyiimesini baskilayacak etkenlerden kaginmak, metastaz ve invazyonunu
destekleyecek molekiilleri salgilayarak mikrogevrelerini yaratmak, yeterli besin ve
oksijen i¢in anjiyogenezi uyarmak ve tlim bunlarin yaninda da hiicre 6liimiinden

kaginma egilimi gostermektedirler (Hanahan and Weinberg 2011).

Tiimdr, normal hiicrelerde olusan DNA hasar1 sonucunda ortaya cikacak genetik
bozukluklara bagli olarak hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmas1 ve anormal bir
sekilde biiyiimesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu DNA hasarlari, hiicre boliinmeleri
esnasinda cikabilecegi gibi bakteriler, virlisler, glines 1smlar1 gibi dis mutajenik
etkenlere bagli olarak da goriilebilmektedirler. Giinliikk yasam kosullarinda DNA’mizda
binlerce mutasyon olmasina ragmen immiin sistem tarafindan bu mutant hiicreler kontrol
altina alinir ve yok edilirler. Bu durum mutasyona ugrayan her hiicrenin

kanserlesmeyeceginin bir kanitidir. Ancak temel olarak, timor hiicrelerinin ortaya

¢ikisinda;
1. Immiin hiicrelerin yetersiz kalmasi ve tiimér hiicrelerini yok edememesi,
2. Hiicrelerin proliferasyonunu kontrol altinda tutan kontrol noktalarinin (tiimor

baskilayict genler ve hiicre siklusundaki kontrol noktalari) ¢alismamast,
Sebepleriyle 6liimden kacgan tiimor hiicreleri 6 temel 6zellik gosterirler. Bunlar;

1. Normal hiicre biiylimesi ve boliinme sinyallerinin eksik olmasi



Kontrol kaybi ve stirekli biiyiime ve bdliinme yetenegi
Programli hiicre 6liimiinden (apoptoz) kaginma
Sinirsiz hiicre boliinmesi

Yeni damar olusumunu tesvik etme (anjiyogenez)

o g~ D

Olusan bu yeni kan damarlar1 vasitasi ile olustugu dokudan farkli dokulara gog

edip yerlesme (metastaz) (Hanahan and Weinberg 2011).

2.2 Tiimorde Dormansi

Dormansi uyku hali demektir. Hiicrelerin etki gostermedigi, sessiz kaldiklar1 safhaya “
dormansi evresi” denir. Tiimor dormansisi; tiimdr hiicrelerinin uzun bir donem boyunca
asemptomatik, tespit edilemez ve gizli sekilde kalmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu
donem, hastaligin aslinda var oldugu fakat klinik olarak goriiniir olmadigi bir evre olarak
da tanimlanmaktadir. Dormansi halindeki hiicreler biiylime gosterirler ancak bu biiylime
cok daha yavas gerceklesmektedir. Tedaviden ve konagin immiin sisteminden kagma ve
kendini yenileyebilme yetenegine sahiptirler. Cerrahi islemle tiimor dokusu alinsa da
dormansi halinde kalan hiicreler olabilir ve bu hiicreler bir siire sonra biiyiiyiip cogalarak
kanserin yeniden kendini gostermesine neden olabilirler. Tiimérde dormansiden sorumlu
oldugu diisiiniilen hiicresel dormansi, anjiyogenik dormansi ve immiinolojik dormansi
olarak 3 farkli yol ¢izilmektedir (Paez ve ark. 2012, Giancotti 2013, Wang and Lin
2013).

2.2.1 Hiicresel Dormansi

Hiicrelerin sessiz ve hiicre siklusunun GO fazinda durdugu bir doénem olarak
nitelendirilmektedir. Bu hiicreler normal hiicre siklusuna girmezler; biiyiimenin
duraklamasi, bityiime faktorleri, sitokinler, niitrientler veya kimyasal ajanlar tarafindan

indiiklenen bazi etkiler altinda geri donebilmektedir (Wang and Lin 2013).

2.2.2 Anjiyogenik Dormansi

Tiimdr kitlesinin prolifere olmasi ve kitlesel olarak biiylimesi i¢in; ortamin daha fazla
oksijen ve besine ihtiyaci olacagindan yeni kan damarlarinin olusumu tetiklenir. Fakat
bazi timor hiicreleri anjiyogenik biiylime kapasiteleri bakimindan zayiftirlar.

Dolayisiyla tiimorlerin - proliferasyon kapasiteleri artmasina ragmen, anjiyogenik
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yanitlar1 baslatma yetenegi “anjiyogenik dormansi” olarak adlandirilmaktadir ve timor
mikrogevresinde apoptotik sinyallerin artmasiyla dengelenmektedir (Wang and Lin
2013).

2.2.3 immiinolojik Dormansi

Immiin sistem ve dormant tiimér hiicreleri arasindaki dengenin saglanmasinda ek bir
mekanizmanin varligindan sdz edilmektedir. Immiin sistem hiicreleri ile timér hiicreleri
arasindaki etkilesimler yok etme, denge ve kacis olarak smiflandirilmaktadir. immiin
hiicrelerin, tiimdr hiicrelerini yakalamalar1 ve yok etmeleri sonucunda hiicreler etkisiz
hale getirilmektedir. Baz1 hiicreler tamamen ortadan kaldirilamaz ancak biiyiimeleri ve
gelismeleri belli bir siire baskilanir. Iste bu baskilanma hali; denge durumunu

gostermekte ve tlimoriin immiinolojik dormanside kalmasiyla iliskilendirilmektedir

(Wang and Lin 2013).

2.3 Meme Kanseri

2012 yilh verilerine gore; Diinya’da 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2
milyon kansere bagl 6liim ortaya ¢ikmistir. Onceki verilere gore tiim degerlerin arttig1
dikkati ¢cekmektedir. Meme kanseri en ¢ok tani konulan ve akciger kanserinden (%14)
sonra en sik goriilen kanser tipidir (%12) (McGuire ve ark. 2015). Uluslararas1 Kanser
Ajanst Ozellikle meme kanserindeki artisa dikkat ¢cekmektedir. Meme kanseri; meme
dokusunun herhangi bir yerinden kaynaklanabilmekte ve siklikla da meme kanallarindan

kaynaklanan “duktal” kanserlere rastlanilmaktadir (McGuire ve ark. 2015).

Meme, epitel dokuya eslik eden fibroz ve destek dokularin birlikteliginin yaninda, salgi
bezleri ve degisken miktarda yag dokusundan olugmus; yogun kan ve lenf damarn ile
beslenen yapiya sahip bir dokudur. igerdigi hiicreler ve gelisimsel olarak farkl
evrelerden gecmesi, hiicresel degisimin yogun goriinmesi gibi etkenlere de bagh olarak
hiicresel alanda 6nemli bir aragtirma konusu olmustur. Gelisim siirecinde, Ostrojen ve
progesteron hormonlarinin kontrolii altinda olup; embriyonal, puberte, laktasyon ve
laktasyon sonrasi donemlerden gegmektedir. Her hamilelik ve beraberindeki laktasyon
asamalarinda hiicreler proliferasyon, farklanma ve apoptoz asamalarin1 gegirmektedirler.

Hiicrelerin siirekli proliferasyon ve farklanma potansiyeline sahip olmasi genetik



kodlanma sirasinda hatalarin ortaya ¢ikabilmesine sebep olacagindan tiimoére yatkinlik

acisindan 6nemli bir yere sahiptir (McGee ve ark. 2006).

Meme kanseri genel olarak malign karakterli ve metastaz yapma yetenegi yiiksek bir
kanser tiirtidiir. Metastaz ile bir¢ok dokuya yayilan tiimor hiicreleri yerlestikleri dokulara

zarar vererek meme kanserine bagl 6liim oranini artirmaktadir.

2.4 Metastaz

Primer tiimor dokusundan ayrilmis hiicrelerin farkli yollarla viicutta baska bolgelerde
yeni tiimor odaklari olusturmasina metastaz denir (Guan 2015). Metastaz yapmis bir
timor, ayrildigr primer timdr dokusundan bagmni tamamen kopartmakta ve yeni
yerlestigi dokuda, dokunun da mikro c¢evresine bagli olarak yeni karakterler
kazanmaktadir. Birka¢ malign tiimor disinda biitiin malign tiimdrler metastaz yapma
egilimindedirler (Chaowalit ve ark. 2004, Bonaros ve ark. 2007). Malign tiimorler
zaman igerisinde dormant pozisyonlarindan kurtulup bir¢ok dokuya metastaz yapma
yetenegi kazanirlar. Metastaza baslayan tiimor hiicresi artitk kan ve lenf yolunu

kullanmaya basladigindan hizla baska dokulara yayilma egilimindedir (Sekil 2.1).

Meme kanserinde metastaz genellikle kemik, akciger, karaciger, beyin gibi organlara
yoneliktir. Timor hiicreleri metastatik 6zellik kazanma ve baska dokulara yerlesebilmek

i¢in bazi basamaklar takip etmek zorundadirlar.
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Sekil 2.1: Tiimoregenezde metastaz ve basamaklarim agiklamaktadir (Fidler 2003).

Primer meme tiimorii hiicreleri proliferasyon ile hiicre sayilarini ¢ogaltirlar ve ortamin
besin ve oksijeni artan hiicre sayisina yetersiz hale gelene kadar da bu ¢ogalma eylemi
devam etmektedir. Ciinkii, dokunun mikro ¢evresi tiimor hiicrelerinin ¢oglamasi ve yer
edinmeleri i¢in uygundur. Ancak besin ve oksijen yetmez hale gelince; timor hiicresi ve
tiimdriin bulundugu mikro ¢evreden bir¢ok faktor salinmaya baslar. CXCL1, CXCL2,
CXCL3 ve CXCR4 gibi kemokinler ve reseptorlerin tiimor biiylimesi ve apoptozda
onemli rolleri oldugu gosterilmistir. Ayrica salinan IL-2, IL-6, IL-8 ve IL-34 gibi
interlokinler de tiimérogenezde etkilidirler (Shariat ve ark. , Luca ve ark. 1997, Zhang
and Adachi 1999).

Salgilanan bu faktorler anjiyogenezi, tiimor gelisimini ve metastaz tetikleyerek tiimoriin
icinde bulundugu hipoksik ortamdan kurtulup yeni damar olusumuyla daha ¢ok oksijen

ve besinle karsilagmasia olanak tanimaktadir. Anjiyogenik etkiyle tiimor ¢evresinde



cok sayida yeni damar olusumu gozlenmekte ve beslenen tiimor daha ¢ok prolifere olma
yetenegi kazanmaktadir. Ancak bir siire sonra ortam kosullar1 primer tiimore yeterli
gelemez ve tiimor bu kez kendi icerdigi ligandlarina uygun reseptdrlerin bulundugu
ikincil organlara gitme egilimi kazanirlar. Primer tiimor dokusundan ayrilan hiicreler;
stromal dokuyu invaze ederek vaskiiler endoteli yikacak invaziv 6zellikleri sayesinde
intravazasyonu gerceklestirmektedirler. H. Yamaguchi ve arkadaslarinin yaptiklari
caligmada; tiimor hiicreleri proteazlar, hiicre adezyon molekiilleri ve hiicre membranini
yeniden sekillendiren proteinlerce zengin olan ve intravazasyonda onemli bir rolii olan
invadopod denilen hiicresel ¢ikinti yapilarina sahiptirler (Yamaguchi ve ark. 2005). Bu
yapilar sayesinde intravazasyon daha kolay gerceklesmektedir. Dokudan damar igerisine
gecmenin ardindan damar igerisinde ilerleyerek ikincil odak alanlarina go¢ ederken
damar igerisinde karsilasacaklar1 immiin sistem hiicrelerinden de kaginmak
zorundadirlar (Aguirre-Ghiso 2007, Paez ve ark. 2012, Sosa ve ark. 2013, Sosa ve ark.
2014).

Kanser ve tiimdr hiicrelerinin metastaziyla ilgili ilk bilgiler Stephen Paget tarafindan
“seed and soil; tohum ve toprak” hipoteziyle ortaya atilmistir. Tohum ile tiimor
hiicresinden, toprak ile de tiimor hiicresinin metastazi sonrasinda yerlestigi ya da
yerlesecegi dokudan bahsedilmektedir. Bu teori; metastaz yapan hiicrenin her organda
yerlesip, gelisemeyecegini ifade etmektedir. Bu teoriyle metastaz yapan tiimor hiicreleri
primer tiimorlerine uygun dokular1 seger ve burada ¢ogalma potansiyeli kazanirlar yani
iireyecegi ortam konusunda segici olduklart belirtilmektedir. Bu segicilikte, biiylime
faktorleri ve ortama salinan sitokinlerin etken oldugu sdylenmektedir (Paget 1889).
Fakat Hamilla S. ve ark.’lar1 bu durumun gerekli olmadigini gostermistir. Bu ¢alismada,
timor hiicrelerinin metastaz yaparken, gidecekleri doku ve organlardaki endotel bariyer
segiciligi, dokunun matriks sertligi gibi segeneklerin uygun olmasina bakmaksizin
metastaz yapabildikleri ve her zaman “tohum-toprak” hipotezindeki prensibe gore
hareket etmedikleri son yillarda yapilan arastirmalarla gosterilmistir (Hamilla ve ark.
2014).

Timor hiicreleri metastaz yapacaklari ikincil dokuya damar yoluyla geldikten sonra;

hiicreler damar duvarina invaze olur. Metastaza baslayan bu timdr hiicreleri damar



duvarinin epitel hiicrelerin arasindaki baglantilar1 yikarak epitelyal duvari asar ve
ekstravazasyonla dokuya gecerler. Ulastiklart yeni dokularda hizla prolifere olarak
primer tiimorlerine benzer sekilde kitleler olusturmaya baslamaktadirlar. Bu sekilde
metastazlardan da zaman igerisinde ikincil, ti¢linciil metastaz alanlar1 geliserek tiim

viicuda yayilim hizla gergeklesmektedir.

2.5 Vaskiiler Malformasyonlar

Vaskiiler malformasyonlar viicudun belli bolgelerinde goriilen anjiyogenik gelisim
sorunlarinin neden oldugu damar bozukluklaridir. Akciger, karaciger ve gastrointestinal
sistem gibi bircok organda goriilmesine ragmen siklikla beyinde karsimiza
cikmaktadirlar. Olustuklar1 organlar nedeniyle; vaskiiler malformasyonlar, tikanma,
kanama ve kalp yetmezligi gibi sorunlara yol agtiklar1 i¢in hayati tehlikesi yiiksek
sorunlardandir. Vaskiiler malformasyonlarin bir kismi kalitsal olarak ortaya ¢ikabildigi

gibi biiyiik cogunlugu da sporadik olarak gelismektedir (Vikkula ve ark. 2001).

2.5.1 Serebral Vaskiiler Malformasyonlar

Vaskiiler malformasyonlarin farkli tipleri bulunmaktadir. Bunlar hemanjiyomlar,
kapiller malformasyonlar, lenfatik malformasyonlar, vendéz malformasyonlar ve
arteriyoventz malformasyonlardir. Bu rahatsizliklar genellikle boyun ve bas bolgesinde

goriilmektedirler (Greene 2011).

Serebral vaskiiler malformasyonlar (SVM), merkezi sinir sisteminde (MSS) ve 6zellikle
de beyinde goriilen, serebral dolasimi etkileyen vaskiiler lezyonlar olarak
tanimlanmaktadirlar (McCormick 1966). SVM’larin bir kismi1 embriyonik donemdeki
duraksamaya bagli olarak ortaya ¢iktig1 i¢in, patolojinin tipine ve olug evresine gore

farkl: histolojik ve klinik bulgularla seyretmektedirler (Stein ve ark. 1983).

2.5.2 Serebral Kavernoz Malformasyonlar

Serebral vaskiiler malformasyonlardan biri; serebral kavernoma olarak isimlendirilen
serebral kaverndz malformasyonlardir (SKM). SKM’lar viicudun birgok yerinde
ozellikle deri ve retinada goriilebilir fakat genellikle en ciddi semptomlar MSS’nde

goriildigi i¢in bu adi almislardir (Labauge ve ark. 2007). SKM’lar, kapillerlerin var



olan damar elemanlarin1 kaybetmesi dolayisiyla kapiller diizenin bozulmasi ve bunun
sonucunda anormal vaskiiler yapilarin ortaya ¢ikmasiyla kendini gosteren bir hastaliktir
(Uranishi ve ark. 2001). Kavernomlarin etrafinda normal beyin parankim dokusunun
olmayisi, bu alan1 besleyen ana arterin yoklugu nedeniyle lezyon i¢indeki kan akimi
diissmektedir (Clatterbuck ve ark. 2001). Isik mikroskopik incelemelerde, kan ile dolu
kanallar ya da kavernlerden olusan lezyonlar anormal vaskiiler yapilar sergilemektedirler
(Tanriover ve ark. 2013). Lezyon igindeki esas hasarin damar endotelinde, altindaki
bazal lamina ve perisitlerde oldugu elektron mikroskopik incelemelerde gosterilmistir.
Endotelyal hiicrelerin altindaki bazal laminanin ince membrandz bir yap1 sergiledigi
hatta yer yer kayboldugu, eritrositlerin endotel hiicreleri arasindan gecisini
kolaylastirarak kavern icerisine kanin girisiyle hemorajinin gozlenmesi lezyonlarin
onemli olusumlaridir. Beyin parankimasina kan hiicrelerinin kolaylikla ¢ikmasi bu
alanlarda hemosiderin depozitlerinin olugsmasina sebep olmaktadir ve endotelyal hiicre
baglantilarinin kaybolmasiyla hem kan beyin bariyerinin bozulmasini hem de hemoraji

riskini arttirmaktadirlar (Tanriover ve ark. 2013).

SKM’lar  %0,5-1 oraninda 6zellikle Hispanik-Amerikanlarda (Ispanyol kokenli
Amerikalilar) ve Kafkaslarda (%40) goriilmektedir. Bu vakalarin %80’i sporadik,
%?20’si ise genetik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Labauge ve ark. 2007).

2.6 Serebral Kavernoz Malformasyonlardan Sorumlu Genler

Genetik caligmalar lezyonun olusumundan sorumlu 3 gen bdlgesinin varligi lizerine
yogunlagmistir. Bunlar; KRIT1 (KREV1-RAP1A interaction trapped-1 veya CCM1)
kromozom 7qg, CCM2 (OSM veya Osmo-sensing scaffold for MEKK3) kromozom 7p ve
PDCDI10 (Programmed cell death 10 veya CCM3) kromozom 3q genleridir. Yapilan
baglant1 (linkaj) analizleri bu genlerden en ¢ok CCM1’in etkin rol oynadigini ancak
diger iki genin de buna eslik ederek hareket ettigini vurgulamaktadir (Sekil 2.2) (Craig
ve ark. 1998). CCM1 ve CCM2 membran baglantilarmin kontroli igin bir¢ok farkli
sekilde islev goren mutlak molekiillerdir. RhoA—Rho kinaz aktivitesini inhibe eder, ara
baglant1 ve siki baglantilar1 dengeli bir yapida tutar. CCM3; CCM2 ile etkilesimde
bulunur, GCKIII kinazlar (Mst4, STK24, STK25) ile kompleks bir yap1 olusturur. Ug

CCM proteinlerinin hepsi de anjiyogenezi kontrol etmek ve endotel hiicrelerinin
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fonksiyonel, sorunsuz islev gormelerinde onemli gorevlere sahiptirler. Bu gorevleri;
endotel hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon ve anjiyogenezin inhibisyonu; yani
vaskiiler ¢eperin fonksiyon ve biitlinliigiinii koruyarak saglarlar. Ayrica CCMI1
etkilesimde oldugu ICAP1 ile beraber hiicre adezyonu ve hiicredisi matriksin yeniden

yapilanmasi islevlerinde etkilidirler (Fischer ve ark. 2013).
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Sekil 2.2: CCM1, CCM2, CCM3 molekiillerinin birlikte hiicre i¢inde olusturduklar1 kompleks yap1 ve
gorevleri.
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Sekil 2.3: KRIT1 (CCM1) Molekiiler yapisi

7. Kromozomun ql11-q22 lokusunda yer alan ve SKM’nun ailesel formlarinda ilk

bulunan gendir (Craig ve ark. 1998). CCM1’in iiriinii olan KRIT1; RAS protein ailesine
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ait bir GTPaz olan RAP1A ile etkilesen ve ankirin tekrarli yap1 barindiran bir proteindir
(Serebriiskii ve ark. 1997, Laberge-le Couteulx ve ark. 1999). KRIT1 geni, 20 ekzona
sahip, 736 aminoasitlik proteini kodlamaktadir. Bu genin 16 ekzonu; liretilen proteinin 3
adet NPxY/F motifi ve ankirin tekrarli bir yapiya sahip N-terminalini, 14-20 eksonlar1 da
4.1 ezrin, radixin, moesin (FERM) domainini barindiran C-terminalini kodlamaktadir

(Sekil 2.3) (Marchuk ve ark. 2003, Labauge ve ark. 2007).

CCMI1 {izerinde yapilan ¢alismalar, bu genin kavernoz malformasyonda etken olmasinin
yaninda bir¢ok fizyolojik olayda da onemli gorevleri istlendigini gostermektedir.
Ozellikle arteriyel damar endotelindeki ekspresyonu SKM’da vurgulanmis ancak yillar

icerisinde yapilan arastirmalarda endoteldeki rolleri tanimlanmaya ¢alisilmigtir.

CCMY’in endotelyal bariyerin korunmasindaki gorevleri

CCM1I’in NPxY/F motiflerinden ilki B1-integrin regiilatorii olan integrin sitoplazmik
adaptor proteini 1 alfa (ICAPla) ile etkilesime girerek B1-integrine talin ve kindlin
proteinlerinin baglanmasina engel olur (Sekil 2.4). Talin ve kindlin; B1-integrine
baglanarak hiicresel integrin aracili sinyal iletiminde gorevli molekiillerdir (Bouvard ve
ark. 2003, Moser ve ark. 2009). ICAP1a, Bl-integrine baglaninca; integrin aktif halini
kaybeder ve bu durum endotel hiicrelerinin arasindaki baglanti komplekslerinde

bozulmalara ve agilmalara sebep olur.

Aktif integrin inaktif integrin

B1

Sekil 2.4: KRIT1’in Bl-integrin ile iligkisi. KRIT1 ICAP1a molekiiliine baglanir ve bu molekiiliin f1-
integrin ile etkilesimine engel olur (Bouvard ve ark. 2013).

12



SKM lezyonlarinda endotelyal bariyerin bozuldugunun goézlenmesi dolayisiyla bu
bariyerin giiclenmesi i¢in; hiicrede Rho (Ras homolog genleri proteinleri) siiper ailesine
ait proteinlerin miktarinda azalmaya ek olarak Rac (Ras iliskili C3 botulinum toksin
substrat) proteinlerinin de artmasi gerekmektedir. Borikova ve ark.’min yaptiklari
calismayla, KRIT1’in Rho sinyalizasyonunda inhibitér role sahip oldugunu ve bu
inhibisyonun da endotelyal bariyer olusumu ve devamhilifinin saglanmasini
giiclendirdigini gostermislerdir (Borikova ve ark. 2010). Rho’nun aktivasyonu ise; aktin
sitoiskeletinde miyozin hafif zinciri ve LIM kinazlarin (LIM domain igeren cofilin
protein ailesine ait kinazlar) ROCK (Rho iligkili protein kinaz) araciligiyla
fosforillenmesini saglamaktadir Bu yolagin aktivasyonu, beyindeki damar endotelinde
yer alan okludin ve klaudin-5’i fosforilleyerek yapilarinda konformasyonel bir degisime
sebep olmakta ve gorevlerini yapamaz hale getirmektedir (Borikova ve ark. 2010).
Okludin ve klaudin-5’in hiicreler aras1 siki baglanti kompleksleri oldugundan, endotelyal
hiicreler arasindaki bu baglantilarin bozulmasi lezyona kan akiminin girisini
kolaylagtirmaktadir (Sekil 2.2)(Yamamoto ve ark. 2008). Bu nedenle de; KRIT1 geninin
kaybi, SKM lezyonlariin ortaya ¢ikisinda olduk¢a onemli olup; hiicresel morfolojinin

belirlenmesinde dinamik bir yap1 sergilemektedir (Schuyler and Pellman 2001).

Gunel M. ve ark. KRIT1’in mikrotiibiil ile iliskili bir protein oldugunu ve mitoz sonunda
mikrotiibiillerin art1 uglarinda bulundugunu gdstererek bu proteinin mikrotiibiillerin
hedef tayininde muhtemel bir role sahip olduguna isaret etmislerdir. Yapilan
immiinopresipitasyon deneylerinde KRIT1 ve tubulin proteinlerinin birlikte ayni
kompleks yapida yer aldiklari, fakat birbirleriyle 6zellikle direk etkilesimde olmalarinin

gerekmedigi 6ngoriilmistiir (Gunel ve ark. 2002).

CCMYT’in Anjiyogenezdeki Rolii

Anjiyogenezin baslamasinda ilk adim, endotel hiicrelerinin tiip seklini almasi, endotel
hiicrelerinin birbirleri ve hiicre dis1 matriks ile etkilesimleriyle gerceklesmektedir.
Hiicreler arasi adezyon molekiilii olan PECAMI1 (Platelet endotelyal hiicre adezyon
molekiilii 1), endotelyal tiibiil sekillenmesinde rol alan (Albelda ve ark. 1991, Reedquist
ve ark. 2000) ve KRITI’in etkilesim igerisinde oldugu partneri Krevl’in GTPaz
aktivitesini destekleyen bir molekiildir (Serebriiskii ve ark. 1997). PECAM1
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mikrotiibliler hiicre iskeletine Krevl ve KRIT1 ile baglanarak potansiyel bir sinyal

yolaginin ¢aligmasina olanak tanimaktadir.

ICAPla, KRIT1 baglayan protein B1-integrinin C terminaline baglanmakta ve hiicre ve
matriks etkilesimleri hakkinda hiicre igerisine bilgi tasimaktadir (Zhang ve ark. 2001,
Zawistowski ve ark. 2002). Sonug olarak, bir yandan KRIT1 ve mikrotiibiiller arasindaki
baglanti, diger yandan da KRIT1 ile Krevl’in ICAP1a ile olan iligkisi hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks baglantilar1 arasinda potansiyel bir sinyal yolagi gorevini iistlenmektedir.
Bu baglantilarin bozulmas1 ya da fonksiyonunu kaybetmesi, hiicrelerde mikrotiibiil
yonlendirmesinin bozulmasina ve anormal kapiller gelisimi goriilmesine sebep
olmaktadir. Bu durum da tiibiilogenezin bozulmasi ile sonuglanir (Gunel ve ark. 2002).
SKM hastalarinda tiibiilogenezin bozuldugu ve anormal kavern yapilariin ortaya ¢iktigi

bilinmektedir (Hogan ve ark. 2008).

Hiicrede VE-kaderinlerin (vaskiiler endotelyal kaderin) yoklugu, hiicre-hiicre
baglantilarinda zayiflamaya yol agmaktadir. Baglantilarin zayiflamasi, sinyal iletiminde
sorunlara ve damarlarda anjiyogenezin tetiklenmesine sebep olmaktadir. Hiicrede
KRIT1’in yoklugu, B-kateninlerin VE-kaderinlerden ayrilip serbest kalmasina ve
sitoplazmadan niikleusa translokasyona yonelmesine neden olur. Nukleusa gecisle
transkripsiyonel bir aktivasyon goriiliir ve hiicre dongilisii yeniden aktive olur. Bu durum,
hiicrenin boliinme ve proliferasyonunu tetiklerken anjiyogenezi de beraberinde
etkilemektedir (Limbourg ve ark. 2005, Vestweber ve ark. 2009).

CCM7T’in Hiicre Organizasyonu ve Migrasyonuna Etkileri

Hiicre ici iskeletinin organizasyonu, kontrolii ve hiicrenin hiicre dis1 matriks (ESM) ile
baglantilarinin kurulmasi ve diizenlenmesinde B-1 integrin dnemli bir role sahiptir.
Sitozolde bulundan talin ve kindlin molekiilleri integrinlerin -1 koluna baglanarak,
hiicre i¢i mikrotiibiiller aracili iliski kurup ESM’e siki tutunmayi desteklemektedir.
KRIT1, hiicre i¢inde serbest halde olan ICAPla molekiilii ile baglanarak ICAP1a’nin
integrinlere tutunmasini engeller ve bu durum da hiicre-ESM baglantisinin korunmasini
desteklemektedir. CCM1 geninde ortaya cikabilecek bir mutasyon, hiicrede KRIT1

eksikligi veya hatali ekspresyonuna sebep olacagindan; ICAP1a molekiiliiniin serbest
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kalmasma ve integrinlere baglanarak talin ve kindlin proteinlerinin baglantisinin
engellenmesine neden olur. Boylelikle hiicre-ESM baglantist bozulur ve hiicre bu durum
da baska sinyal mekanizmalarim tetikleyerek migrasyon egilimi kazanir (van den Berg

and Burgering 2014).

CCM7T’in Endotelyal Mezensimal Gecisteki Olas1 Rolleri

Hiicrede apikal-bazal kutuplagsmasinin ve hiicre-hiicre baglantilarinin  kaybolmasi
endotelyal mezensimal doniisiim ile iligkilidir. Kavernomlarin olugmasindaki onemli
etken, endotel hiicrelerinin endotelyal mezensimal gecise ugramalari ve yeni bir kKimlik
kazanmalaridir (Cuttano ve ark. 2016). Kavernomlarin olusmasinda dnemli bir etken
KLF4 (Kruppel-like faktér 4) molekiiliidiir. Hiicrelerde CCM1 eksikligi, KLF4 artigina
neden olmakta ve bu artis da MEKK3-MEK5-ERK5-MEF2 sinyal yolaginin
aktivasyonunu saglamaktadir. Bu yolak endotel hiicrelerinin mezensimal gegisinde etken

bir yolaktir (Cuttano ve ark. 2016).

2.6.2 CCM2

I Rac1

RAIT L Smurfl

TrkA
CCM 3 MEKK 3

Sekil 2.5: Malcavernin (CCM2) Molekiiler yapisi

CCM2/0OSM/Malcavernin/MGC4607; 7p22°de yer alan 444 aminoasitlik bir proteini
kodlayan 10 ekzondan olusmus bir gendir. PTB (fosfo tirozin baglayan) ve HHD
(Harmonin Homology Domain - hiicre 6liim yolaklari ile baglantili) olmak iizere iki
domeyine sahiptir ve PTB domeyini yap1 olarak ICAPla’ya benzemektedir. CCM2,
PTB domeyini sayesinde KRIT1’e baglanmaktadir. Bu iligki sayesinde CCM2, KRIT1’1i
sitoplazmada tutmakta, KRIT1’in nukleusa translokasyonunu engellenmektedir

(Revencu and Vikkula 2006). CCM2 hiicre-hiicre baglantilarinda CCM1 ve CCM3 ile
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birlikte t¢lii kompleks bir yapi olusturmaktadir ve bu baglanttyt PTB domeyini
araciligiyla yapmaktadir (Hilder ve ark. 2007).

CCM2’nin vaskiiler endoteldeki ekspresyonu, bu proteinin prenatal donemdeki
ekspresyonuna dikkat ¢cekmis ve CCM2 delesyonunda, vaskiiler gelisimde ortaya ¢ikan
problemlere ilaveten, erken embriyonik donemde embriyonun yasayamadigi

goriilmiistiir (Tanriover ve ark. 2011).

CCM2’nin Apoptoz Uzerine Etkileri

CCM2; hiicrede TrkA (Tirozin reseptdr kinaz A), kaspaz aktivitesi ve hiicre oliimii
arasinda molekiiler bir baglanti gorevi listlenmektedir. TrkA; sinir hiicrelerinde bulunan,
sinaptik esnekligi ve saglamlig1 saglayan tirozin kinaz ailesine ait bir reseptordiir (Huang
and Reichardt 2003). CCM2, PTB “domeyini ile TrkA’nin hiicre membranina yakin

kismina baglanmaktadir.

TrkA’nin hiicrede bazi sinyal yolaklarini aktive ettigi ve hiicreyi 6lim yolaklarina
gotirdiigiic  bilinmekte ve hiicrede Bcl-2, kaspaz-3 ve p53 ekspresyonlarini
etkilemektedir. TrkA’nin hiicreyi 6liime gotiirmesi Bcl-2 ekspresyonunun baskilanmasi
ve p53 seviyelerinde artisa neden olmaktadir. Ayrica, TrkA kaspaz-3 aktivasyonunu
artirarak, hiicrede Bcl-2’nin seviyesini azaltabilir ve bu durum da apoptozu baslatir

(Lavoie ve ark. 2005)
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Sekil 2.6: CCM2 hiicre igerisinde TrkA ile etkilesime girerek hiicrenin apoptotik bir yola girmesini saglar.

Medulloblastoma ve noroblastoma hiicrelerinde CCM2 ekspresyonunun oldukga diisiik
olmasi, bu kanserlerde TrkA bagimli 6liimlere yonelimi hizlandirmakta ve dolayisiyla
tiimdriin bilylimesi ve yayilmasi da bu sekilde desteklenmektedir. Bunun tizerine, CCM2
ve TrkA’min kombine yiliksek miktardaki ekspresyonuna dayanan c¢aligmalarda
noroblastoma hiicrelerini 6liime gotiirdiigii ve hastalarda sag kalim siiresini uzattigi
goriilmektedir. Bu bulgular, CCM2-TrkA sinyalizasyonunun tiimdr gerilemesinde

fonksiyonel bir rolii olabilecegini akillara getirmektedir (Harel ve ark. 2009).

2.6.3CCM3

N[Dimer]—[ FAT-H ]c
Y —

STK24 ccmz2

STK25 Paxillin

MST4 Striatin
VEGFR2

Sekil 2.7: PDCD10 (CCM3) molekiiler yapist
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CCM3; PDCD10 (programli hiicre 6liimii proteini 10) geni, 3. kromozomda q25.2—q27
lokusunda yer almaktadir. 212 amino asitlik proteini kodlayan gen, 7 ekzondan
olusmaktadir, N terminalinde dimerizasyon domeyini ve C terminalinde de fokal

adezyon hedefli bir homoloji domeyini bulunmaktadir (Li ve ark. 2010).

CCM3’iin Hiicre Oryantasyonuna ve Apoptoza Etkileri

PDCD10’un N-terminalinde Serin/Threonine Kinazlar1 baglayan ve fosforilleyen ayni
zamanda da PDCD10’in Germ Center Kinase III (GCK- III) ailesi ile baglant1 kurmasini
saglayan bir domeyin yer alir (Labauge ve ark. 2007, Fidalgo ve ark. 2010). Bu domeyin
ve golgi proteini olan GM130 proteini ile kompleks olusturan CCM3 proteini birlikte
golgi aygitinin “cis” tarafinda yerlesmistir. PDCD10 geninde olusan fonksiyon kaybi
mutasyonunda GM130 proteininin de golgi iizerindeki konumunu koruyamadigi, golgi
yapisinda bozulmalara yola actigi ve hiicre igindeki bozulmalarin da 6zellikle
migrasyonda hatalara sebep oldugu soylenmektedir (Fidalgo ve ark. 2010). CCM3 ve
birlikte ¢aligtig1 6n goriilen STK25 proteinlerinin, oksidatif stres altinda ekspresyonunun
arttig1 ve apoptozu indiikledigi, bu durumun da ERK kinaz aktivitesini azalttig1 ile ilgili
bilgiler literatiirde yer almaktadir (Zhang ve ark. 2012). CCM3’iin STK25 proteinleri
disinda, hiicrede FAP-1 (Fas iliskili fosfataz-1) ile birlikte bulundugu ve CCM3’iin

defosforilasyonunda rol aldig1 gosterilmistir (Voss ve ark. 2007).

CCM3’iin Migrasyona Etkileri

Louvi ve ark. ndronal migrasyonda, 6zellikle 6n beyinde subventrikiiler zondan (SVZ)
kortikal zona (KZ) goc¢ eden progenitdr hiicrelerde, ventrikiiler ve SVZ’da yer alan
postmitotik hiicrelerde; CCM3’lin etkin bir rolii oldugunu vurgulamislardir. CCM3
MRNA ekspresyonlarinin degerlendirilmesine dayali ¢aligmada, migrasyondaki etkisine
ragmen noral progenitdr hiicrelerin proliferasyonunda ayni derecede etkin role sahip
olmadigi da belirtilmektedir (Louvi ve ark. 2014). Bunun yaninda; CCM3 geninin
ortadan kaldirilmasina (knock-out) dayanan c¢aligmalarda, kortikal tabakalanmalarda
incelmelerin oldugu ve bu durumun yetiskin farelerde de devam ettigi belirlenmistir. In
vitro ve in vivo galismalarin sonuglari, giiniimiizde CCM3’iin néronal morfolojiyi
etkileyebilecegini gostermektedir (Louvi ve ark. 2014). CCM3’iin knock out edildigi

fare modelinde embriyonik 8,5. gilinde embriyolarin 6ldiigii ve canli dogumun
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gerceklesmedigi gorillmiistir (He ve ark. 2010). Yapilan detayli incelemelerle,
CCM3’in VEGFR2 (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii) ile etkilesimde
bulundugu ve bu sayede damar olusumu ve anjiyogenezi kontrol ettigi ve CCM3
eksikliginde de VEGFR2’nin CCM3 ile etkilesime girememesine bagli olarak
embriyoda ilk hematopoetik olusumlarin gézlendigi ancak yolk kesesine bakildiginda da

damarlanma yapisinda bozulmalarin oldugu dikkati ¢ekmektedir (He ve ark. 2010).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Deney Gruplar

Bu calisma Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan

13/07/2015 tarihli B.30.AKD.0.05.07.00/67 say1 numarali onay1 ile gergeklestirildi.

Calismamizda; 2 aylik disi Balb/c fareler kullanilmis olup deney gruplari metastaz
yapma potansiyelleri birbirinden farkli 2 hiicre hatti {izerinden gergeklestirildi. Buna

gore; deney gruplart:

- 4THM: 4T1 hiicrelerinin kalbe metastaz yapmalar1 sonucunda elde edilen metastatik
hiicrelere 4THM (4T 1- heart metastatic) adi verilmis ve bu hiicrelerin diger gruba gore

daha az agresif olduklar1 literatiirde yer alan 6nceki ¢alismalarda tanimlanmustir (Erin ve

ark. 2013).

- 4ATLM: 4T1 hiicrelerinin karacigere metastaz yapmalari sonucunda elde edilen
hiicrelere 4TLM (4T1-liver metastatic) adi1 verilmistir. Bu hiicreler en agresif ve en

migratif karaktere sahip hiicrelerdir (Erin ve ark. 2013).

- Kontrol Grubu: Tiimoér enjeksiyonu yapilmayan normal disi Balb/c ki farelerden

olusmaktadir.
Her grupta 10 fare olacak sekilde hayvanlar gruplandirildi.

3.2 Hiicre Kiiltiirii:

Kullanilan Soliisyonlar

1. HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)
2. DMEM-F12

3. FBS (Fetal Bovine Serum)

4THM (kalp metastatik tiimor hiicreleri) ve 4TLM (Karaciger metastatik timor
hiicreleri) metastatik tiimor hiicreleri, icerisinde %35 FBS (fetal bovine serum), 2 mM L-

glutamin, 1 mM sodyum piriivat ve 0.02 mM non-esansiyel amino asit barindiran

20



DMEM-F12 (Invitrogen #11320033) soliisyonunda c¢ogaltildi. Hiicreler %80-90

konfluensiye ulasinca enjeksiyona hazir hale geldiler.

3.3 Deney Modeli:

4THM ve 4TLM hiicre hatlar1 1 ml’de 5x10° hiicre olacak sekilde HBSS’de (Hank's
Balanced Salt Solution Thermo Fisher #14185052) ¢oziildii. Pipetaj yapilip tekrardan
sulandirilarak her hayvana 0,1 ml olacak sekilde 5x10° hiicre sag meme dokusuna
ortotopik olarak enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi fareler takibe alindi ve 26. giiniin
sonunda sakrifiye edildi. Deney siiresince, timor biiyiikliikleri iki giinde bir kumpas ile
ol¢iildii ve 26. giliniin sonunda timoriin bilylime egrisi hazirlandi. Bu yontemle her iki

hiicre hattinin birbirlerine gére primer tiimor biiytikliikleri degerlendirildi.

3.4 Tiimor biiyiikliigii ve agirhginin analizi:

Hayvanlara tiimor enjeksiyonu yapildiktan 2 hafta sonra 2 giin arayla kumpas yardimiyla
hayvanlarin tiimor biiytikliikleri milimetre cinsinden 6l¢iildii ve not edildi. Boylece
tiimdrlerin biiylime egrileri ve hacimleri elde edildi. Tiimor boyutlar1 X ve Y ekseninde
ol¢iildii. Elde edilen olgiiler kullanilarak tiimor hacmi hesaplandi. Boylece her bir
hayvan i¢in tiimor biytkliikkleri bulunmus oldu. Her ol¢iimiin ortalamasi alinarak
yapilan toplam 5 tiimdr Ol¢limii ile timor hacim ilerleme grafigi elde edildi. Ayrica
sakrifikasyon sonrasinda tlimorlerin son agirliklar: tartildi ve elde edilen bulgular grafige

aktarildi.

3.5 Periferik Yayma Analizi:

Fareler sakrifiye edilmeden hemen Once periferik yayma analizleri i¢in heparinsiz
hematokrit kapiler tiip (Isolab #401005158) ile gozlerinden birka¢ damla kan alinarak
hemen lam tizerine yayilip her hayvandan 2 preparat hazirlandi. Alinan kan ornekleri
hiicre sayiminin yapilabilmesi i¢in once bir siire kurutuldu ve sonrasinda
hematoksilen&eozin boyasi ile boyandi. Kan yayma yapilan her preparattan 10’ar
fotograf ¢ekildi ve her fotografta lenfosit, ndtrofil, monosit sayimlart yapildi. Bu
yontemle, timor enjeksiyonuna bagli gelisen inflamatuvar yanit degerlendirildi (Sekil
3.1-a, 3.1-b).
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Sekil 3.1: a) 4TLM grubuna ait periferik kan yayma goriintiisii. b) 4THM grubuna ait periferik kan yayma
gorilintiisli. Bityiitme 40X

3.6 Metastaz Analizi:

Olusturdugumuz ortotopik meme kanseri modelinde 26. giinlin sonunda alinan akciger
ve karaciger dokularinda olusan metastazlarin analizleri yapildi. Sakrifikasyon sirasinda
akciger dokularinda yogun metastazlar gozle goriilebilir boyutlardadir. Bu nedenle,
akciger dokulari i¢in sadece makro metastaz analizleri yapildi. Karaciger dokular1 i¢in

de mikro metastaz analizi yapildi.

3.6.1 Makro Metastaz Analizleri:

Alman akciger dokulari, total olarak Bouin’s fiksatifine alindi. 1 giin Bouin’s
fiksatifinde bekleyen dokularin gozle goriilebilen metastatik alanlar1 sayilip not edildi.
Daha sonra dokular %70 alkole alinarak fiksatif tamamen uzaklasana kadar yikandi.
Sonrasinda normal doku takip prosediiri izlenerek %70, %80, %90 ve %100'lik
alkollerden gegcirildi. Ksilol ile seffaflastirma yapild1 ve takibe devam edilerek parafine

gomiildil.

3.6.2 Mikro Metastaz Analizleri:

26. giiniin sonunda sakrifiye edilen farelerin akciger dokularma ek olarak karaciger
dokular1 da ¢ikartildi. Ancak karaciger dokularinda yiizeysel goriinen metastazlar
belirgin olmadig1 i¢in; doku igerisinde saklanabilecek kiigiik metastazlarin olabilecegi

diisiincesiyle mikro metastaz analizleri yapildi.
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Mikro metastaz analizleri i¢in; Karaciger dokusu parafin takibe alindi. Total karaciger
dokusu birka¢ pargaya ayrildi ve ayni blok igerisine gomiildii. Poly-L-lizinli lamlara 5
um’lik kesitler alinarak tiim karaciger dokusu kesit atlamadan alindi. 10 slayt arayla
secilen her kesit hematoksilen-eozin ile boyandi. Boyanan slaytlardan 10 farkli alan
rastgele fotograflandirildi. Bu fotograflarda Spot Advanced 4.6 (SPOT Imaging, a
division of Diagnostic Instruments, USA) programi kullanilarak mikrometre kare (um?)
cinsinden alan 6lgiimii yapildi ve bu alan total doku alanina oranlanarak metastatik

kitlenin alan oran1 hesaplandi.

4TLM _
yr

Sekil 3.2: Karaciger dokusunda mikro metastaz analizi goriintiisii. Isaretlenmis alanin toplam doku alanina
orani alinarak metastaz analizleri elde edildi.

3.7 Doku Takibi ve Kesit Alma
Kullanilan Soliisyonlar

- Formalin

- Bouin fiksatifi

- Alkol

- Ksilol

26. giin sonunda sakrifiye edilen hayvanlardan meme tiimdrleri, akciger ve karaciger
dokular1 ¢ikartildi. Primer timor ve karaciger dokulari %10’luk formalin (Merck
Millipore #1.040.032.500) ile 24 saat oda 1sisinda fikse edildi. Fiksasyondan sonra
dokulan fiksatiften arindirmak i¢in akar su altinda yikandi ve 1 giin suda bekletildi.

Daha sonra dokulardan suyun uzaklastirilmasi igin 1’er giin artan alkol serilerinde (%70,
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%80 9%90) bekletildi. %100 alkolde 3 saat bekletilerek sonrasinda ksilole alindi.
Dokulardaki alkoliin uzaklastirilmas: igin her ksilolde 5 dk.’lik bekletme
basamaklarindan sonra; parafin etiiviine alinarak sivi parafinlerde 1 saat siireyle ve 3 kez
degistirerek takip sonlandirildi. Parafine gémiilen dokular bloklar halinde hazirlanarak

kesit alma islemi i¢in hazirlandi.

Akciger dokular1 makro metastaz analizleri i¢in 1 giin Bouin’s fiksatifinde bekletilip

sonrasinda parafin takibe alindi.

Doku takip islemleri sonrasinda hazirlanan parafin bloklardan Sum. kalinligindaki
kesitler pozitif yiiklii (Poly-L-Lizin’li Thermo Fisher #10143265) lamlara alindi. Alinan
kesitler gece boyu 37°C etiivde bekletilerek iyice lama yapismasi saglandi.

3.8 Hematoksilen & eozin boyama protokolii

Karaciger dokularindan alinan kesitler deparafinizasyon islemi igin ksilolde 2 kez 10
dakika bekletildi. Daha sonra deparafinize edilmis dokular sirasiyla %100 alkol, %90’11k
alkol, %80’lik alkol ve %70’lik alkollerden 5’er dakika siireyle gegirildi ve suda 5
dakika bekletildi. Suya kadar getirilen dokular hematoksilen boyasina daldirilarak 3
dakika boyanmasi beklendi. Boylece hiicrelerin nukleuslarinin mavi-mor renk almasi
gozlendi ve ardindan slaytlar suyla yikandi ve birkag¢ saniye eozin boyasinda bekletildi.
Stoplazmalarimin pembe renk almasiyla suya alinan slaytlar sirasiyla %70, %80, %90,
%100 artan alkol serilerinden gegirildi. Alkolden sonra slaytlar ksilole alinarak alkoliin

uzaklagmasi saglandi ve Entellan (Merck Millipore # 1.079.600.500) ile kapatildi.

3.9 immiinohistokimya Yontemi
Kullanmilan Soliisyonlar
1. Sitrik asit (pH:6.0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit)
PBS (phosphate buffered saline)
%3 H202

Alkol serileri

o & W D

Ksilol
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6. Entellan

Primer tiimor ve metastaz degerlendirmesi i¢in secilen akciger ve karaciger dokularinda
CCMI1, CCM2, CCM3 proteinlerinin varligin1 ve birbirlerine kiyasla ekspresyonlarini

degerlendirmek amaciyla yapildi.

Deneklere ait doku bloklarindan alinan 5 m[] kalinhigindaki kesitler superfrost plus
(manyetik olarak statik) lamlar iizerine alinarak 1 gece boyunca 60°C’lik etiivde
bekletildi. Deparafinizasyon asamasi i¢in, parafin kesitler 2 defa 10’ar dakika ksilolden
gecirildi. Kesitler daha sonra azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70) 5’er
dakika bekletildi. Distile su ile 5 dakika muamele edildi. Dokudaki antijenik epitoplarin
ortaya ¢ikmasi i¢in kesitler, sitrik asit tamponu (pH:6,0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik
asit) i¢ine alinarak 1 defa 7 dakika mikrodalga firinda 750 watta tutuldu. Mikrodalga
uygulamasindan sonra kesitler sitrik asit igerisinde 20 dakika boyunca oda 1sisinda
sogutuldu. Kesitler fosfat tamponuna (PBS) alinip 3 kere 5’er dakika yikandiktan sonra
dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek i¢in metanolle hazirlanan %3 ’lik
hidrojen peroksit soliisyonunda 15 dakika bekletildi. Ardindan, kesitler 3 defa 5’er
dakika PBS’ten geg¢irildi. Dokularin ¢evresi hidrofobik kalemle ¢izildi ve 6zgiil olmayan
antikor baglanmasini1 6nlemek amaciyla, bloklama soliisyonu (Ultra V Block, LabVision
Corporation, #TA-125UB) ile 7 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Serum kesitler
tizerinden uzaklastirildiktan sonra primer antikorlarla CCM1 (BIOSS bs-8546R), CCM2
(bs-11817R), CCM3 (bs-6847R) +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah tekrar
PBS ile 3 kez 5 dakika yikanip, biyotinli sekonder antikor ile (Vector Lab. # BA-1000)
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 3 defa 5 dakika PBS ile yikand1 ve streptavidin-
peroksidaz kompleksi ile 40 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben PBS ile yikama
sonrasinda da DAB (SIGMAFAST™ 3 3’-Diaminobenzidine #D4168-50SET) substrati
damlatilarak enzim substrat iligkisi sonucunda reaksiyon bolgelerinin kahverengi olmasi
beklendi. Bu basamak slaytlar1 suya almak kaydiyla durduruldu. Kesitlere Mayer'in
hematoksileninde (DDK Italia Mayer’s Hematoxylin #09-168) zit boyama yapilip
ardindan entellan ile kapatildi. Isik mikroskobu diizeyinde meme tiimorii, akciger ve
karaciger dokularinda CCMI1, CCM2 ve CCM3 proteinlerinin dagilimlart ve

immiinoreaktivite dereceleri tespit edilip fotograflandirildi.

25



Immunohistokimyasal reaksiyonlar1 degerlendirmek ve her antikorun ekspresyon
derecesini bir digeri ile kiyaslamak ve kantitatif bir deger belirlemek gerektiginden; tiim
boyanma reaksiyonlar1 dokulara gore Image-J (Image Processing and analysis in Java —

NIH) analizleri yapilarak degerlendirildi.

3.10 Image -J analizi:

Image-J programi kullanilarak dokularda ekspresyon goriilen yerler isaretlendi ve bu
alan program ile hesaplandi. Daha sonra total doku alani segilerek bu alan 6l¢timii ile
ekspresyon goriilen alanlar birbirine oranlandi. Immiinohistokimyasal boyanmalarin her

birinin sonuglar1 Image-J programi yardimiyla bulunarak birbirleri ile kiyaslandi.

3.11 Western Blot Yontemi

Deneklerden aldigimiz primer tiimor dokularinda aradigimiz CCM1, CCM2 ve CCM3
proteinlerinin varligini ve miktarin1 belirlemek i¢in Western Blot yontemini ile sonuglar

degerlendirildi.

3.11.1 Dokulardan Lizat Hazirlanmasi

Kullanilan Soliisyonlar

Lizis Buffer:

e 10ml 0,1M Tris (pH 7.4), (Bio-Rad, #161-0719)

e 90ml distile su, Iml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #S6508)

e 1gr SDS (Sigma,# L4390)

e Proteaz inhibitér kokteyli (PIK) (Protease inhibitor coctail tablet, Roche,
#1169749800120)

Doku temini esnasinda alinan ve sivi nitrojende -196°C’de saklanan dokulardan lizatlar
hazirlandi. Primer timdr doku ornekleri, bigakla iyice parcalanip ezildi ve ependorf
tiiplerine alinarak agirliklari tartildi. 0,2 gr doku basina 600 mikrolitre lizis buffer ve 25
mikrolitre PIK olacak sekilde hesaplama yapilarak eppendorflara lizis buffer ve proteaz
inhibitér kokteyli eklendi. Orneklerin lizis buffer ile iyice karismalar1 saglandiktan sonra

20 dakika buz iizerinde bekletildi. Daha sonra sonikasyon ile daha iyi pargalanmalar1 ve
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homojenizasyonlart saglandi. 30 dakika daha buz iizerinde bekletilerek toplam 50 dakika
lizis buffer ile inkiibasyonu saglandi. Ornekler +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi. Stipernatantlar alinip yeni ependorf tiiplere konuldu, pelet kismi atilarak

lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar -20°C de muhafaza edildi.

3.11.2 Western Blot Protokolii
Kullanilan Soliisyonlar
5X Yiiriitme Tamponu:

e 9gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)

e 43.2 gr Glisin (Bio-Rad, #161-0718)
e 3gr SDS (Sigma,# L4390)

e 600 ml Distile Su

Distile su ile 1X seklinde diliie edilerek kullanildi
Transfer Tamponu:
e 14.3 gr Glisin (Bio-Rad, #161-0718)

e 3gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)

Karistm 700 ml distile su igerisinde ¢oziildii. Coziilen soliisyona 200 ml Metanol

(Merck,#1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim distile su ile 1000 mI’ye tamamlandi.
Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):

5gr siit tozu (Bio-Rad) 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziildii ve +4°C’de en fazla 24 saat
kalacak sekilde muhafaza edildi.

10X TBS Tamponu:

e 60.55 gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)
e 87.66 gr NaCl
e 800 ml distile suda ¢ozdiriildii. pH’1 7,4’e ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra

toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamland.

27



TBS-T Soliisyonu:

Hazirlanan 10X TBS’ten alinan 100ml soliisyon distile su ile 1 litreye tamamland1 ve
boylece 1X TBS elde edilmis oldu. Elde edilen 1 litre 1X TBS igerisine 1000ul Tween-
20 (Sigma, P9416) eklendi ve oda 1sisinda saklandi.

e Thick Blot Paper (Bio-Rad,#165-0921)

e Blotting-Grade Blocker nonfat dry milk (Siit tozu) (Bio-Rad, # 170-6404)

e SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, #34080)
e Nitroseliiloz Membran (Amersham,#RPN203D)

e PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific,# 26619)

e CL- Xposure film 18x24 cm (Thermo Scientific,# 34089)

e PQ Universal Developer 5L (ILFORD,#1757314)

e Hypam Fixer 5L (ILFORD,#1758285)

Calisilacak proteinlerin agirliklar1 (kDa) géz Oniine alinarak uygun jeller hazirlandi
(%]12’lik bis-akrilamid jel). Her kuyucuga 20 pl 6rnek yiiklendi ve 100V elektrik ile 2
saat siireyle elektroforezi yapildi. Elektroforez asamasindan sonra blotlama islemi
yapilarak jeldeki proteinlerin membranlara aktarilmasi saglandi. Proteinlerin aktarildigi
nitroseliiloz membranlarda istenmeyen baglanmalari engellemek igcin TBS-T ile
hazirlanmis %35’°lik siit tozu karistmi ile 1 saat siireyle bloklandi. Bloklanmis olan
membranlara herhangi bir yikama islemi yapilmadan uygun sicaklik ve kosullarda
(+4°C’de gece boyu) primer antikorlar uygulandi ve karistirict tizerinde inkiibe edildi.
Primer antikor uygulamasindan sonra 3 kez 10 dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi.
Yikama asamasindan sonra sekonder antikor ile uygun sicaklik ve kosullarda (1 saat oda
1s181) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tekrar 3 kez 10 dakika TBS-T soliisyonu ile
yikandi. Membranlar kemiliiminesan ile uygun siirede gelistirilip, membrandaki protein

bantlar karanlik odada filme aktarildi.
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4. BULGULAR

4.1 Tiimor biiyiikliigii ve agirh@inin analizi

Tiimor bliytikliikleri kumpas kullanilarak 6l¢iildii ve her hayvan i¢in not edildi. Her
6l¢iimde aynm1 gruptaki hayvanlarin degerleri toplanip ortalamasi alinarak her bir grubun
ayr1 ayr1 her 6lglim i¢in ortalama degerleri bulundu. Timoér biiyiikliiklerinin bir 6nceki
Olgtime gore artis gosterdigi goriildi (Sekil 4.1). 4THM hiicrelerinin inokulasyonundan
kisa bir siire sonra hizla biiyiidiigii, 4TLM hiicrelerinin ise biraz daha ge¢ proliferasyon
icin hizlandiklar dikkat ¢ekmektedir. Sonugta her iki hiicre hatti da birbirine yakin

biiyiikliiklerde primer tiimor olusturmustur fakat bliylime hizlar fark yaratmislardir.

mm3 4TLM 4THM
1.6l¢tim 1,54 22,54
2.6l¢lim 26,08 95,24
3.6l¢lim 58,71 198,88
4.0l¢iim 188,29 319,96
5.6l¢lim 371,33 360,39

Sekil 4.1: Tiimér biiyiikliik dl¢iimleri. Olgiimler hacim olarak hesaplandi ve mm? cinsinden yazildi.
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Sekil 4.2: Timdr biiyiikliiklerinin dl¢limlerini gosteren grafik. Her 6l¢iim 2 giin arayla yapildi.

Hayvanlarin sakrifiye edildigi 26. giin primer tiimorleri ¢ikartildi ve bu tiimorlerin
agirliklar: hassas terazi yardimiyla tartilarak gruplar arasindaki degisim degerlendirildi.
Her grupta 10 hayvan oldugundan, ortalama degerler alind1 ve istatistiksel olarak gruplar
arasinda P = 0,005 degerinde anlamlilik saptandi. 4TLM grubunun tiimoérlerinin 4THM
grubuna gore ¢ok daha fazla biiyiidiigii dikkati ¢ekmekteydi. 4TLM hiicrelerinin igeride
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kalan kisimlarmin daha da biiylik oldugu agirliklarinin kiyaslaymca fark edildi. Ayni
sayida hiicre enjekte edilmesine ragmen 4TLM hiicrelerinin daha agir tiimdrler

olusturduklar1 goriildii.
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NN
I
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Sekil 4.3: Tiimér agirhiklar arasindaki farki gdsteren grafik. Istatistiksel olarak iki grup arasinda anlamli
bir fark goriildi (P = 0,005)

4.2 Periferik Yayma Analizi
Yapilan periferik kan yayma preperatlarinin incelenmesi sonucunda elde edilen veriler
toplandi ve her bir grup i¢in verilerin ortalamasi alindi. Sayilan hiicreler her iki grup i¢in
de farkli bulundu. THM grubu 6rneklerinde goriilen lenfosit ve monosit hiicre sayilari
TLM grubunda sayilan lenfosit ve monositlere gore daha az goriildii. Fakat bu fark
istatistiksel analizler sonucu anlamli bulunmadi (Pienfosit=0,060, Pmonosit=0,182). Gruplar
arasinda karsilastirilan notrofil sayilari ise istatistiksel olarak anlamli bir fark gésterdi (P
=0,025). Elde edilen ortalama veriler asagidaki Sekil 4.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.4: Her iki gruba ait hayvanlardan alman kan orneklerinin lam iizerine yayilmasi ile elde edilen
preperatlarda sayilan immiin hiicrelerin sayimim gosteren grafik. Her gruba ait sayilan hiicrelerin ortalama
verileri istatistiksel olarak degerlendirildi.
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4.3 Metastaz Analizi

4.3.1 Makro Metastaz analizleri

Akciger dokularinda gozle goriilebilir olan biitiin metastatik alanlar tek tek sayildi. Her
grupta hayvanlarin sayilan degerlerinin ortalamasi alind1 (Sekil 4.5). 4TLM hiicre hatt1
enjekte edilen hayvanlarin akcigerlerinde goriilen metastaz sayisinin 4THM hiicre hatt1
enjekte edilen gruba gore daha fazla olmasi; 4TLM hiicrelerinin daha agresif ve

metastatik 6zellige sahip olduklarini vurgulamaktadir.

100
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Sekil 4.5: Her iki gruba ait orneklerden alinan akciger dokularinda gozle goriilebilir olan metastatik
alanlarin sayilarini ve bu sayilari istatistiksel olarak degerlendirilmesini gdsteren grafik. Iki grup icin
gozlenen metastaz sayisi farkli bulundu. 4TLM grubu akciger dokularina ait metastatik alan sayist 4THM
grubuna gore daha fazla goriinse de bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P = 0,143).

4.3.2 Mikro Metastaz Analizleri
Mikro metastaz analizlerinde; karaciger kesitlerinde metastatik alanlar tek tek se¢ildi ve
isaretlendi. Secilen alanlarin dlgiimleri, total kesit alanina oranlar1 degerlendirildi (Sekil

4.6).
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Sekil 4.6: Hayvanlardan alinan karaciger dokularindaki metastatik alanlarin 6lgiim sonuglari. Olgiimler
um? olarak hesaplandi. TLM grubu karaciger dokularinda goriilen metastatik alanlarin toplam alana orani,
THM grubu metastatik alanlaria gore daha fazla gozlendi. Fakat iki gruba ait veriler arasinda anlamli bir
fark bulunamadi (P=0,582)
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4.4 immiinohistokimya Yontemi
4.4.1 Primer tiimor dokularinda;

Primer tiimor kesitlerinde CCM1, CCM2 ve CCM3 immiinoreaktivitesi DAB kromojeni
ile kahverengi boyanmasina gore degerlendirildi. 4TLM ve 4THM hiicreleri enjekte
edilen farelerin tiimor dokularinda her ti¢ proteinin ekspresyonu da sitoplazmik olarak
gozlendi. Yapilan negatif kontrol boyanmalar1 da antikorun spesifitesini géstermekte ve
herhangi bir reaksiyon goriilmemektedir (Sekil 4.7). Ekspresyon paterninin Image-J
analizi ve istatistiksel degerlendirmesi sonuglari ile elde edilen degerlere ait grafik sekil

4.8’de goriilmektedir.
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Primer timor dokularinda yapilan immiinohistokimya sonucu protein ekspresyonlari

goriilmektedir. CCM1, CCM2 ve CCM3 ekspresyonlart stoplazmik olarak (oklar) gériilmektedir. Nadiren

goriilen niikleer ekspresyonlar immun sisteme ait hiicrelerdir. Skala bar 50mp

Sekil 4.7
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Sekil 4.8: Olgiilen ekspresyon miktarlarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucu primer
timorlerde CCM1 ekspresyon yilizdesini gosteren grafik. TLM enjekte edilen grupta daha az ekspresyon
gdriildii. Iki grubun ekspresyon paterni arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P =
0,842). CCM2 proteini hakkinda; TLM enjekte edilen grupta goriilen ekspresyon THM grubuna gore daha
az gorildii. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda; iki grubun ekspresyon paternleri arasinda
anlamli bir fark goriildii (P = 0,022). TLM dokusunda goriilen CCM3 ekspresyon miktart THM grubuna
gdre daha az dlgiildii. Istatistiksel degerlendirmeler sonucu iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi (P
=0,317).

4.4.2 Akciger dokularinda;

4THM hiicreleri enjekte edilen farelerin akciger dokularinda yapilan immun
boyanmalarda, CCM1 ve CCM2 birbirine benzer ekspresyon paternine sahipken; CCM3
proteininin pnomositlerde daha yogun boyandigr dikkati ¢cekmekteydi. 4TLM hiicreleri
enjekte edilen farelerin akciger dokularinda da CCM1 ve CCM2 ekspresyonunun
pnomositlerde daha az iken CCM3 ekspresyonunun ¢ok daha fazla oldugu goriildii.
Akciger dokularinda goriilen ekspresyonlarin sitoplazmik ve peri-niikleer olarak
gozlenmesi normal dokuya has bir ekspresyon paternidir. Ancak, her iki hiicre hatt1 i¢in
Ozellikle metastaz alanlarinda yapilan incelemelerde; tiimor hiicrelerinin CCM
proteinlerini igermedigi ancak bazi immun sistem hiicrelerinin yogun olarak boyandigi
dikkati c¢ekti. Kontrol hayvanlarinda yapilan immun boyanmalarda pnomositlerin

timorli dokuya nazaran daha az ekspresyon sergiledigi gortiildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Akciger dokularinda yapilan immiinohistokimya sonucu protein ekspresyonlar1 goriilmektedir.
Metastaz yapmis tiimor hiicreleri arasinda gozlenen niikleer ekspresyonlar immun hiicrelere isaret
etmektedir (ok baslar1). Skala bar 50 mp
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Sekil 4.10 Akciger dokularinda yapilan immiinohistokimya sonucu gorilen CCM1, CCM2, CCM3
ekspresyonlarinin istatistiksel olarak analizlerinin grafiksel gosterimi. CCM1 ekspresyonu igin gruplar
arasinda ve deney gruplari ile kontrol grubu arasinda ekspresyonel olarak farklar goriilse de istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedi (CCM1 P = 0,437). CCM2 ekspresyonu i¢in TLM ve THM grubuna ait
dokularda kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha az ekspresyon goriildi. Ekspresyonlarindaki bu azalma
istatistiksel olarak anlam gostermektedir (Kontrole kiyasla; Pt m=0,016, Prum= 0,033). Fakat birbirlerine
gore istatistiksel olarak kiyaslandiklarinda TLM grubunda daha az ekspresyon gozlenmesine ragmen, iki
grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (P=1,000). CCM3 ekspresyonu icin; TLM ve
THM grubuna ait dokularda kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha fazla ekspresyon goriildii.
Ekspresyonlarindaki bu artis istatistiksel olarak anlam gostermektedir (Kontrole kiyasla; Prum= 0,003,
Ptum= 0,000). Fakat birbirlerine gore istatistiksel olarak kiyaslandiklarinda TLM grubunda az da olsa
daha fazla ekspresyon gozlenmesine ragmen, iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(P=1,000).
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4.4.3 Karaciger dokularinda;

4THM hiicreleri enjekte edilen farelerin karaciger dokularinda yapilan immun
boyanmalarda hepatositlerin  CCM proteinlerini farkli diizeyde ekspre ettikleri
goriilmekteydi. En yogun ekspresyonun CCM3’e ait oldugu; CCM1 ve CCM2’nin daha
diisiik bir ekspresyon paterni sergiledigi izlendi. 4THM grubuna ait karaciger
dokularinda goriilen metastatik alanlar degerlendirildiginde; CCM proteinlerinin tiimor
hiicreleri tarafindan ekspre edilmedigi ancak karacigerin immun hiicreleri olarak

bildigimiz Kupfer hiicrelerinin CCM proteinlerini ekspre ettikleri dikkati ¢ekmekteydi.

4TLM hiicreleri enjekte edilen farelerin karaciger dokularinda ise her ii¢ proteinin
ekspresyonu hepatositlerde olduk¢a belirgindi ve metastatik alanlarda da reaksiyon
goriilmemekteydi. Sadece metastatik alanlarda kupfer hiicrelerinde reaksiyonun varligi

goriilmekteydi.

Kontrol dokularinda goriilen immiinoreaktivitenin karacigerin hepatositlerinde her bir
CCM proteini i¢in farkedilir diizeyde oldugu goriilmekteydi. Negatif kontrollerde de
herhangi bir reaksiyona rastlanmadi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Karaciger dokularinda yapilan immiinohistokimya sonucu CCM proteinlerinin ekspresyonlari.
Kontrol dokusuna gore timor enjekte edilen her iki gruba ait kesitlerde CCM1, CCM2 ekspresyonlari
daha az gozlenirken, CCM3 immiinoreaktivitesi daha yogun gozlendi. Metastatik alanlarda ise birkag
hiicrede goriilen CCM3 reaktivitesi disinda CCM1 ve CCM2 ekspresyonu bazi immiin hiicrelerde
gozlendi. Skala bar 50mp
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Sekil 4.12: Karaciger dokularinda yapilan immiinohistokimya sonucu goérillen CCM1, CCM2, CCM3
ekspresyonlarinin istatistiksel olarak analizlerinin grafiksel gosterimi. Her iki deney grubu arasinda ve
deney gruplart ile kontrol grubu arasinda az da olsa goriilen ekspresyon farki istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (P= 0,462). CCM2 i¢in; TLM ve THM grubuna ait dokularda kontrol grubuna kiyasla daha az
ekspresyon goriildii. TLM grubunda goriilen ekspresyon paterni kontrol grubuna gore anlamli bir fark
gostermektedir (P = 0,038). THM grubuna ait ekspresyon degerleri kontrol grubuna gore daha az goriilse
de istatistiksel olarak bir anlam ifade etmemektedir. Birbirlerine gore istatistiksel olarak
kiyaslandiklarinda TLM grubunda daha az ekspresyon gozlenmesine ragmen, TLM ve THM gruplar
arasinda goriilen ekspresyon farki istatistiksel olarak anlamsiz bulundu. TLM ve THM gruplar
kiyaslandiginda TLM grubunun CCM3 ekspresyon paterni istatistiksel olarak bir anlam belirtmese de
THM grubuna gore daha az gozlendi. Her iki grup da kontrol grubu ile karsilagtirildiginda aralarinda az da
olsa goriilen ekspresyon farki istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Istatistiksel olarak bir anlam ifade
etmese de en az ekspresyon TLM grubunda gézlendi (P = 0,238).

4.6 Western Blot Bulgular:

Primer tiimor dokularindan elde edilen doku lizatlarina uygulanan Western Blot
analizleri sonucu goriilen protein bantlari filme aktarildi ve bantlarin kalinliklar1 image J
analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilip grafige yansitildi (Sekil 4.13; Sekil 4.14).
Olgiilen protein miktarlar1 kontrol yiiklemesi olan GAPDH proteini ile kiyaslandi ve
istatistiksel olarak degerlendirildi. Her iki grubun protein miktarlarma bakildiginda;
CCM2 protein miktar;, CCM1 ve CCM3 proteinlerine gore daha az bulundu. Iki gruba
ait protein miktarlar1 kiyaslandiginda ise CCM1 protein miktarlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriiliirken; CCM2 ve CCM3 proteinleri arasinda istatistiksel

olarak fark bulunamada.
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Sekil 4.13: 4TLM ve 4THM grubuna ait primer tiimor Orneklerinde Western Blot analizleri
gorilmektedir.
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Sekil 4.14: 4TLM grubuna ait primer timor 6rneklerinde Western Blot analizlerinin grafiksel gosterimi.
Her iki gruba ait proteinlerin analizinde CCM1 proteini ekspresyonlar: arasinda anlamli bir fark
gorilirken; CCM2 ve CCM3 ckspresyonlart karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi.(Pcemi= 0,020, Pcema= 0, 421, Pcems= 0,971)
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5. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda 6liime en ¢ok sebebiyet veren kanser tipidir. Elde edilen
verilere gore; on kadindan birinin bu hastalifa yakalanma riskinin oldugu ve
yakalananlarin da en az {igte birinin yasamlarini bu hastaliga bagl olarak kaybettikleri
bildirilmektedir (Fidler 2002, Castano ve ark. 2011). Meme kanserinden 6liimlerin esas
ve en yaygin sebebi primer tiimoriin biiylkliiglinden ¢ok tiimoriin agresivitesine bagh
olarak ger¢eklesen uzak metastazlardir. Meme kanseri i¢in ortalama 5 yillik yasam
stiresi timoOr sadece primer alaninda ve boélgesel ise %99 civarindayken; metastaz
durumunda bu oranin %25’lere diistiig goriilmektedir (Society 2015). Bu veriler, meme
kanserinden Oliimlerin metastaz kaynakli olduguna dikkati ¢ekmektedir(Pantel ve ark.
2008, Jemal ve ark. 2010).

Meme kanserinde, primer tiimoriin biiyiimesi, proliferasyonu, invazyonu ve metastazini
tetikledigi bilinen bir¢ok faktor literatiirde yer almaktadir. Ancak, ¢alismamiz sadece in
vitro hiicre kiiltiirlerinde ¢ok az sayida g¢alismada tanimlanmis serebral kavernoz
malformasyon proteinleri CCM1, CCM2 ve CCM3’iin ekspresyonlarini meme kanseri
modelinde in vivo primer tiimorlerde gostermek tizerine kuruludur. Ancak, ¢alismamizin
en Ozgiin kismi, bu proteinlerin daha 6nce herhangi bir primer tiimoriin olusturdugu
metastazlarda tanimlanmamis olmasidir. Ozellikle meme kanserinin olusturdugu
metastazlar sonras1 akciger ve karaciger dokularinda, ortamin mikrogevresine de baglh
olarak sekillenebilecegini ve yeni yerlesim alanlardaki ekspresyonlarinin degisimini

degerlendirmek esas amacimizdir.

Serebral kavernoz malformasyon; 6zellikle merkezi sinir sisteminde goriiliirse ciddi
sorunlar yaratan, sadece basit bir endotel ve altinda ince bir bag dokusundan olusan,
kapiller benzeri damarlarin olusturdugu vaskiiler lezyonlardir. Damar duvarlarinin
olduk¢a ince ve basit bir yapida olmasi, endoteller arast baglanti komplekslerinin
yapisinin bozulmasindan dolay1 kolay kanama o6zelligindedirler (Wojnowski ve ark.
1997, Wong ve ark. 2000, Clatterbuck ve ark. 2001). SKM igin tanimlanan bu genler
(Reich ve ark. 2003, Voss ve ark. 2007) baska hastaliklar ve anjiyogenez siirecinde de

tanimlanmis ve gorevleri literatiirde agiklanmaya c¢alisilmistir (Tanriover ve ark. 2009,
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Tanriover ve ark. 2010, Tanriover ve ark. 2011). Ozellikle, damarsal sorunlara yol

acmasi nedeniyle anjiyogenezdeki etkisi vurgulanmaya calisilmistir (Tanriover ve ark.
2009).

Calismamizda metastaz indeksi yliksek ve agresif karakterli 2 hiicre hatti segmemizin
sebebi, primer timoriin yapacagi metastaz sonrasinda metastatik dokularda CCM
proteinlerinin ekspresyonlarini gostermektir. Daha Onceki c¢alismalarimizda elde
ettigimiz bilgileri gore de; 4TLM hiicrelerinin daha agresif karaktere sahip olmasindan,
bu gruba ait primer timor buyiiklikleri tliimoriin biiyiime hizi ve periferik yayma
sonucunda hayvanlarin kaninda nétrofil oraninin 4THM grubuna oranla yiiksek olmasi
deneyimizin beklendigi gibi kurgulandigina isaret eden sahit parametrelerdir (Erin ve
ark. 2013). Ancak onceki calismalarimiz 1x10° hiicre ile yapilmistir. Bu calismada ilk
defa 5x10° hiicre denenmistir. Uygulanan hiicre sayisinin artmasi 4TLM grubunun
agresivitesini ve inflamatuvar yanitin1  degistirmemistir. Timor agirliklarini
degerlendirince 4TLM’nin daha biiyiik bir timor olugturmast da bu durumu destekler

niteliktedir.

Tim agresivite Ozellikleri 4TLM grubunda daha yiiksek olmasina ragmen primer
timorlerdeki  CCM  ekspresyonlart  degerlendirildiginde, 4THM  grubunda
ekspresyonlarin daha fazla oldugu dikkati g¢ekmekteydi. Bunun nedeni; tiimor
hiicrelerinin CCM proteinlerini yeterince ekspre edememesi bu hiicrelerin daha
metastatik ve invazif karaktere sahip oldugunu diisiindiirmektedir (Borikova ve ark.
2010, Stockton ve ark. 2010). CCM proteinlerinin ekspresyonlarinin azligi durumunda
tipki SKM hastaliginda oldugu gibi hiicrelerin adezif baglantilarin1 kopararak daha
migratif bir yap1 sergilemeleri (Fidalgo ve ark. 2010), primer timorde de benzer etkiye

sahip oldugunun bir gostergesi olabilir.

CCM1I’in mikrotiibiil ile iligkili bir protein oldugu, ICAP-1 ile iligkisinin de integrin
baglant1 kompleksleri ile birlikte bir¢ok baglanti komplesini de aktive ettigi ve hiicreler
arasi iliskiyi giliclendirdigi bilinmektedir (Gunel ve ark. 2002). CCM1 geninin kaybi
durumunda endotel hiicre aras1 baglanti komplekslerinde agilmalarin goriilmesi beyinde
serebral kavernoz malformasyon olusumunu tetikleyerek lezyon igerisine kan dolmasina
sebep olmaktadir (Craig ve ark. 1998, Fischer ve ark. 2013). Benzer sekilde, CCM1
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kaybinda diger dokularinda baglanti komplekslerinde sorunlar ortaya ¢ikacagindan
hiicre-ESM  baglantis1  bozulacaktir. Baglantilarin zayiflamasi, sinyal iletiminde
sorunlara ve damarlarda da anjiyogenezin tetiklenmesine sebep olacaktir (Vestweber ve
ark. 2009). Bizim sonuglarimizda primer tiimorlerde goérdiigiimiiz benzer CCMI
ekspresyonu malign tiimdrlerde benzer sekilde etkiye sahip oldugunun bir gostergesi

olabilir.

Glading, A. ve ark. tarafindan yapilan CCM1’in susturulmasina dayanan in vitro
calismada; B-kateninler VE-kaderinlerden ayrilarak serbestlenmekte ve kolaylikla
niikleusa transloke olabilmektedir. Niikleusa gecisle birlikte transkripsiyonel bir
aktivasyon ortaya c¢iktigindan hiicre siklusunun da yeniden aktive olarak bolinme ve
proliferasyonu tetikleyecegi diistiniilmektedir (Glading ve ark. 2007, Glading and
Ginsberg 2010). SKM’da baglanti komplekslerinde bozulmalara ilaveten, anjiyogenez
ve proliferasyonun da tetiklenmesi, bir nevi timor olusumu basamaklarindaki etkiyi
cagristirmaktadir. Timor hiicresinin de benzer sekilde migrasyon egilimi kazanmast;
salgiladiklar1 faktorlerle birlikte metastaz1 tetikleyerek tliimoriin  agresivitesini
arttiracaktir. Bu nedenle; CCM1 kaybinin 6zellikle tiimor hiicrelerinde karsinogenezi
tetikleyecegi ve hiicrenin onkogenik karakterler kazanarak daha agresif yanitlar ortaya
cikartabilecegi diisiiniilebilir. Meme tiimorlerinde CCM2 ve CCM3’e kiyasla daha
disik gordiigimiiz CCMI1 ekspresyonu; tiimoriin daha onkogenik karakter

kazanmasziyla iligkilendirilebilir.

Noroblastoma ve medullablastoma gibi malign tiimor hiicrelerinde yapilan in vitro
caligmalarda CCM2 ekspresyonunun TrkA bagimli yolagi kullandigi ve bu yolak
tizerinden tiimor hiicrelerinin apoptoza gitmesine sebep oldugu bildirilmistir (Harel ve
ark. 2009). CCM2’yi ¢ok diisiik oranda ekspre eden PCI12 hiicrelerinde vektor aracili
CCM2 ekspresyonunun arttirtlmasinda hiicre o6liimiiniin arttigi ve bunun TrkA ile
birlikte dizayn edildiginde bu artisin daha da yogun oldugu gdosterilmistir. Dolayisiyla
hiicrede CCM2 ekspresyonunun baskilanmas1 ya da azaltilmasi durumunda; timor
hiicrelerinin  apoptozdan kagacagi ve aktivitesini arttirma yolunda ilerleyerek
karsinogenezi de tetikleyebilecegi akla gelmektedir. Bizim bulgularimizda da metastatik

dokularda CCM2 proteininin ekspresyonunun kontrol karaciger ve akciger gore diisiik
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olmasi, yeni mikrogevrenin tiimore yardimci olarak daha agresif ve invazif bir karakter

kazanmasi ile iligkilendirilebilir.

CCM2’nin vaskiiler endoteldeki ekspresyonu ve prenatal donemdeki varligi da oldukga
dikkat g¢ekicidir. In vivo hayvan modellerinde CCM2 delesyonuyla, vaskiiler gelisimde
sorunlarin goriilmesi ve erken embriyonik donemde embriyonun hayatin1 kaybetmesi de
CCM2’nin vaskiiler yapidaki etkinligini kanitlamaktadir (Coffin and Poole 1988).
Metastatik dokularda, 6zellikle metastaz alanlarinda CCM2 ekspresyonunun kaybi, bu
alanda anjiyogenezin tetiklenmesine ve tiimoriin sekonder odaklarda kolaylikla prolifere

olup agresif bir karakter kazanmasina sebep olabilecegini diisiindiirmektedir.

Karsinogenezde tiimoriin agresivitesini belirleyen en énemli basamaklardan biri timor
hiicrelerinin proliferasyonla belirli bir biiyilikliige ulagsmasi sonrasinda migrasyon ile
damar duvarina yaklasip, ardinda intravazasyon ile damara gecip baska dokulara
tasinarak metastaz yapmalaridir (Reshetnyak ve ark. 2011, Nouri ve ark. 2014). Timor
hiicrelerinde, baglanti komplekslerinin kaybolmasi, apikal-bazal kutuplasmanin
bozulmasina ve ilerleyen asamalarda da epitelyal karakterin mezensimal yapiya
donlismesiyle bu basamaklar baglamaktadir. Kavernomlarin olusmasi sirasinda da
endotelyal hiicrelerinin mezensimal gegise ugradiklar1 bilinmektedir (Cuttano ve ark.
2016). Benzer durum, metastatik potansiyele sahip tiimor hiicrelerinde epiteliyal-
mezenkimal ge¢is olarak goriilmekte ve kavernomlarda gézlenen endotelyal mezenkimal
gecise benzemektedir (Fidler 2002). Bu diizenlenmede hiicreler arasi baglanti
molekiilleri ve hiicre dis1 matriks elemanlarinin formasyonu degisir ya da kayb1 gortiliir
(Ota ve ark. 2009, Bonnomet ve ark. 2010, Yao ve ark. 2011). Bu bilgiler dogrultusunda
CCM molekiillerinin de ayni tiimor hiicrelerinden salinan bir¢ok faktoriin yaptig etkiyi
yapabilecegini diisiinerek karsinogenezde rol oynayabilecekleri degerlendirilmistir.

Epitelyal mezensimal donilisim sonrasi, mezensimal karakter kazanan hiicrelerin
yonelinmis migrasyonunda o©n-arka polaritenin kurulmast 6nemlidir (Etienne-
Manneville 2008). Sitoiskeletin bu asimetrik organizasyonu proteinlerin de lokal olarak
toplanmasini saglayarak (Mardakheh ve ark. 2015), hiicrelerin yeniden oryantasyonuna
yardimer olmaktadir. ESM komponentleri, hiicre ylizey reseptorleri, ilave membran

icerikleri ve Golgiden orijinlenen bazi1 ekzositotik kargolar sekresyon trafigiyle birlikte
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migrasyon yoniindedir (Mellor 2004, Yadav ve ark. 2009). Migrasyon sirasinda,
mikrotiibiil aginin da yeniden organizasyonu Golginin yeni pozisyonu i¢in onemlidir
(Yadav and Linstedt 2011). Rho ailesinin kiicik GTPaz’lar1 sitoiskeletin asil
diizenleyicileri olarak bilinmekte ve 6zellikle de bu ailenin bir iiyesi olan Cdc42’nin de
polaritenin diizenlenmesinde rol oynadigi soylenmektedir (Etienne-Manneville 2004,
Sadok and Marshall 2014). Golginin sitoplazmada yeniden lokalizasyonunda sadece
Rho ailesi degil CCM3’de 6nemli bir rol oynamaktadir. Mardakheh ve ark.’nin HeLa
hiicrelerinde CCM3’ii susturarak yaptiklar1 calismada, Rho’nun da inaktif durumda
kaldigin1 ve hiicrenin polarize olamayip konumunu degistiremedigini gdzlemiglerdir
(Mardakheh ve ark. 2016). Buna karsin, CCM3 iizerindeki etki kaldirilinca Rho-CCM3
iligkisine bagli olarak golginin yeniden oryante oldugu ve hiicreyi migrasyon yoniinde
tetikledigi ifade edilmistir. Bizim bulgularimizda da hem primer timoérlerde CCM3

ekspresyonunun yogun olmasi hiicrenin bu migratif 6zelligi ile iliskilendirilebilir.

Kiiltiir hiicrelerinde yapilan knock down ve knock out g¢alismalar; vaskiiler hiicre
polaritesi, endotelyal permeabilite ve sitoiskelet organizasyonunu diizenlenmesini igeren
her basamakta CCM2 ve CCM3’i{in énemli rol oynadig1 gosterilmistir (Draheim ve ark.
2014). CCM genlerinden herhangi birinin kaybi kavernom mutasyonlarina yol
acabilirken CCM3 kaybinin oldugu durumlarda c¢ok daha ciddi mutasyonlarla
karsilagildig1 goriilmiistiir. Bu nedenle CCM3’{in her iki proteinden bagimsiz fonksiyon
gosterdigi bir yolunun oldugu kanitlanmistir. Bu yol plazma membran stabilitesi ve
vaskiiler tiip gelisimini destekleyen RhoA ve Cdc42 boyunca diizenlenmektedir (Lant ve
ark. 2015). Ayrica, Louvi ve ark. CCM3’iin noronal migrasyondaki Onemini
vurgulayarak, CCM3’iin knock-out edildigi calismalarinda kortikal tabakalanmanin
bozuldugunu gostermislerdir (Louvi ve ark. 2014). Dolayisiyla, sonuglarimizda
metastatik alanda yer alan tiimor hiicrelerinde CCM3 proteininin kaybi, hem Mardakheh
ve ark’nin yaptiklar1 ¢alismayla uyumluluk gdstermekte ve hiicrenin migratif karaktere
sahip olmasiyla iligkilendirilebilmektedir (Mardakheh ve ark. 2016). Bu nedenle, CCM
proteinlerinin metastaz alaninda ekspre olmayis1 bu alanda baglanti komplekslerinin de
yikilarak tiimor hiicrelerinin kendilerine yeni bir mikrogevre yaratmalari, plazma
membran stabilitesini degistirerek vaskiiler yapilarin gelisimini tetiklemeleri ile ilgili

olabilir . Akciger dokularinda yapilan immiinohistokimya analizlerinde; kontrol grubuna
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kiyasla CCM2 ekspresyonunun metastatik alanlarda azaldigi goriildi ve bu azalis
CCM2’nin tglii protein yapisinda merkezi rol oynamasmma da dayanarak yapinin
bozuldugunu diistindiirmektedir. Yapinin bozulmasi aktin hiicre-iskeleti yapisina
baglanmay1 da bozmaktadir (Fidalgo ve ark. 2012). Dolayisiyla CCM1 ve CCM3’iin
CCM2’den bagimsiz islev gosterdigini ve ekspresyonlarindai farkin da buradan
kaynaklandigini diisiindiirmektedir (Hilder ve ark. 2007).

CCM3 proteininin kontrol dokusuna gore her iki grupta da anlamli derecede bir artis
gostermesi; CCM3 proteininin GCK (germ center kinase) ailesine ait mitokondri
membraninda bulunan proteinlere baglandigini, ve bu baglanmalar sonucunda hiicre
invazyonunu etkilemek iizere indiiklenebilecegini akla getirmektedir (Fidalgo ve ark.
2010, Kean ve ark. 2011).

Karaciger dokularinda kontrol grubuna kiyasla, CCM1 ve CCM2’nin azalirken
CCM3’iin ekspresyonunda anlamli bir farkin gézlenmemesi tiimor ile ilgili yanitlarin
CCM1 ve CCM2 iizerinden sekilleneceginin bir gostergesi olabilir. CCM1 ve CCM2
ekspresyonunu kaybeden hepatositlerde adeziv baglantilarinin bozulacagi ve metastatik
hiicrelerin yerlesmelerine yardimer olabilecek mikrogevrenin temellerinin atilabilecegini
diistindiirmektedir. Bu sayede karaciger dokusuna gelen tiimér hiicrelerinin burada

tutunma ve yerlesme olasiliginin artacagi sdylenebilir.

Sonug olarak; metastatik karaciger ve akciger dokusunda 6zellikle metastaz alanlarinda
CCM proteinlerinin ekspresyonlarmin goriilmemesi bu proteinlerin tiimdriin yarattig
yeni mikrogevrenin Ozelligine bagli olabilir. Ekspresyonun kaybolmasi timorii daha
invazif bir yapiya sokabileceginden; CCM proteinleri 6zellikle metastatik dokularda
evre kimliklendirilmesinde kullanilabilecek belirtegler olarak sunulabilir. Bu durum
ilerde yapilmasi planlanan fonksiyonel c¢aligmalarla anlamlilik kazanabilecegi ve belki

de yeni terapotik ajanlarin sekillenmesine yardimc1 olabilecegi kanaatindeyiz.

Calismamizda; CCM proteinleri CCM1, CCM2 ve CCM3’iin metastatik timor hiicre
hatlarinin enjeksiyonu sonrasi elde edilen meme tiimorlerinde, ekspresyonlarinin yogun
oldugu ancak, tiimoriin metastaz yaptig1 akciger ve karaciger dokularinda ozellikle

metastatik hiicre alanlarinda hi¢ ekspresyona rastlanmadig: goriilmiistiir. Bu ¢alismayla;
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hem malign karakterli primer meme tiimoriinde hem de metastatik organlardan akciger
ve karaciger dokusunda metastaz alanlarinda CCM proteinlerinin ekspresyonlart ifade
edilmeye  calisilmistir.  Metastatik ~ dokularda  daha  6nce  ekspresyonlari

tanimlanmadigindan ¢alismamiz bu yoniiyle literatiirdeki ilk ¢caligma olmaktadir.

In vitro timdrlerdeki ekspresyonlar literatiirde tanimlanan CCM proteinlerinin in vivo
meme kanserindeki ekspresyonlari tanimlanmis ve metastazdaki ekspresyonel farki
sayesinde tiimor tedavisinde yeni bir bakis agisi ortaya ¢ikarabilecegi vurgulanmaya
calistimistir. Elde edilecek yeni bilgiler 6zellikle meme kanserinin metastazinda etkin

olabilecegi gibi baska kanser ve tiimor hiicrelerinde de arastirilmasina 1s1k tutacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Hazirlanan Yiiksek Lisans tez caligmasinda, 4T1 meme kanseri hiicre hattinin karaciger
ve kalbe metastaz yapmis hiicrelerinin toplanmasi ve yeniden kiiltiir tabaginda
tiretilmesiyle elde edilen; invazyon ve metastaz yetenekleri birbirinden farkli iki hiicre
hatti (4TLM ve 4THM) kullanilmigtir. Bu hiicrelerin primer timor olarak ortotopik
enjeksiyonu sonrasi olusturulan in vivo modelde, primer timér ve uzak metastatik
organlar olarak da akciger ve karaciger degerlendirme i¢in seg¢ilmistir. Ortaya konan
meme kanseri modelinde, in vivo primer tiimor ve organ metastazlarinda CCM
proteinlerinin ekspresyonu ilk defa gosterilmis, literatiirde var olan in vitro birkag
calismay1 da dogrulayacak nitelikte yeni bilgiler elde edilmistir. Metastatik organlardaki
ekspresyon sonuglari da literatiire ilk defa kazandirilmis bir bilgi oldugundan sonuglarin
yorumlanmasi yeni proje ve klinige yansiyabilecek yeni caligsmalara 151k tutabilecek

niteliktedir. Elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Meme kanseri modeli olusturularak elde edilen primer tiimorlerde, tiimor hiicrelerinin
CCM proteinleri sitoplazmik olarak ekspre ettigi gozlendi. Ancak, yer yer bazi
hiicrelerde gozlenen niikleer reaksiyonlarin tiimdr igerisinde yer alan immun hiicrelere
ait oldugu goriildii. ki hiicre hatti acisindan ekspresyonlar degerlendirilince; CCM1
ekspresyonunun iki hiicre hattinda pek de degismedigi, ancak CCM2 ve CCM3
ekspresyonlarinin 4THM hiicre hattina ait primer tiimorlerde daha yogun ekspre oldugu
dikkati cekmekteydi. CCM1’in 6zellikle hiicre aras1 baglantilarin kurulmasindaki gérevi
dikkate alininca tiimor hiicrelerinin birbirlerine siki tutunmasinda etkin rolleri burada 6n
plana ¢ikmaktaydi. Ancak CCM2 ve CCM3’iin CCM1’den bagimsiz olarak endotel
hiicrelerindeki anjiyogenez, proliferasyon ve migrasyon lizerine etkisi bilindiginden;
primer timorlerde farkli ekspre olmaktadir. CCM2 ve CCM3 immun isaretlenmeleri,

4THM hiicre hattina ait primer tiimorlerde daha yogun ekspre olmaktadir.

2. Timor hiicrelerinin metastaz yaptiklari organlarda kendilerine has bir mikrogevre
yarattiklar1 bilinmektedir. Akciger dokusunda yapilan immun boyanmalarda ise; kontrol
dokusuna ait pindmositlere kiyasla tlimorlii gruplarda daha yogun CCM ekspresyonunun

olmas1 tiimor hiicrelerinin bu alanda kendilerine yer edinmek adina hazirladiklar
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mikrogevre ile iligkili olabilir. Benzer sekilde, metastatik dokularda 6zellikle metastaz
alanlarinda CCM proteinlerinin ekspresyonunun goriillmemesi de; yeni bir alana yerlesen
timor hiicrelerinin kendilerini korumak adina attiklar1 bir adim olabilir. Hiicreler
arasindaki baglanti komplekslerini kopararak doku igerisinde yer edinmeleri ve
proliferasyon adina birgok faktorii salgilamaya baslamalari, CCM proteinlerinin kaybina
neden olmus olabilir. Sadece tiimor hiicreleri arasinda yer alan bazi immun hiicrelerin
CCM proteinlerini ekspre etmesi savunma mekanizmastyla ilgili gorevleri olabilecegini

de diisiindiirmektedir.

3. Karacigerin hepatositlerinde stoplazmik olarak gézlenen CCM reaksiyonlarinin; farkl
timdr gruplarinda tipki primer tiimorlerde oldugu gibi CCM1 agisindan farklilik
gostermedigi gozlendi. CCM2 ve CCM3 reaksiyonlarmin da 4THM hiicre hattinin
enjekte edildigi gruplarda daha yogun ekspre oldugu dikkati ¢ekmekteydi. Ancak,
kontrol karaciger dokular1 ile kiyaslanan her i¢ CCM proteininin immun
reaksiyonlarimin 4TLM grubunda ¢ok daha azalmasi dikkat ¢ekiciydi. En agresif ve
metastatik hiicre hattimizda CCM proteinlerinin kontrole gore azalmasi, var olan profilin
degistiginin, tipki kavernomalarda oldugu gibi anjiyogenezin indiiklenerek daha agresif

karakterler kazanma yoluna girdiginin bir ifadesi olabilir.

4. Immunohistokimyasal analizler sonucunda elde edilen verilerin, Western blot
analizleri ile primer timor dokularinda dogrulandigi ve protein miktarinin

immunohistokimyasal analizlerle ayni sonuglart verdigi goriildii.

5. Bu calisma CCM proteinlerinin, metastatik meme kanseri hiicre hatlarindan elde
edilen primer timor dokusu ve metastatik organlarda ekspresyon siddetinin degistigini
ancak metastaz alanlarinda bu {i¢ proteinin de ekspre olmadigin1 gosteren ilk orijinal

calismadir.
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