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OZET

Toprak Dogramaci, H., Meme Kanserinde, IL-1§ ile Tetiklenen Epitelyal
Mezenkimal Doniisiimde Hiicre Iskeleti Dinamiklerinin incelenmesi, Hacettepe
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tiimor Biyolojisi ve Immiinolojisi
Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. Meme kanseri mikrocevresinde,
proinflamatuvar bir sitokin olan interlokin (IL) -1p’nin varligi gosterilmistir. IL-1
hiicre sag kalimini, proliferasyonunu, adezyonu, invazyonu ve migrasyon
mekanizmalarini destekler. Inflamasyonun kroniklesmesine ve devamliligina katkida
bulunur. Bu durum kanser progresyonunu ve epitelyal-mezenkimal doniisiimi
(Epitelial-Mezenkimal Transition, EMT) destekler. EMT’nin ve metastazin
gerceklesebilmesi igin hiicrelerin hareket kabiliyeti kazanmasi 6nemlidir. Hareket
yetenegi hiicre iskeleti elemanlarinin ifadesi ve fonksiyonel etkilesimi ile
gerceklestirilir.  Aktin, vinkiilin, vimentin gibi konvansiyonel hiicre iskeleti
elemanlarmin yan1 sira Capping protein regulatory, ARp2/3, MyosinlLinker
(CARMIL) proteinleri de hiicrenin aktin iskeletin diizenlenmesinde goérev alir.
CARMIL proteinlerinin hiicre hareket yetenegi dolayisiyla da EMT ve metastaz i¢in
elzem oldugu séylenebilir. Bu bilgiler 1s1ginda meme kanseri hiicrelerinde IL-1 ile
uyarilmis EMT’nin CARMIL protein diizeyi ve hiicresel dagilimi ile iligkili
olabilecegine dair bir hipotez olusturulmustur. Insan meme kanseri MCF-7 hiicre
hatt1 epitelyal morfolojide, MDA-MB-231 ise mezenkimal morfolojide bulunur. Bu
hiicreler tiimoér mikrogevresini taklit edebilmek amaciyla dnceden Matrigel™ veya
fibronektin ile kaplanmis yiizeylerde yetistirilmis ve IL-1p ile muamele edilerek EMT
uyarilmistir. Elde edilen sonug¢lar immiinfloresan boyamalar ve gRT-PCR yontemleri
ile analiz edilmistir. Hiicrelerin CARMIL3 ve vinkilin ifade diizeylerinin
mezenkimal hiicre karakterine bagli olarak degistigi ve odak sayilarinin arttigi
goriilmiistir. CARMIL3 mRNA diizeylerindeki artisin meme kanserinde erken
metastaz ya da kismi EMT durumunun bir belirteci olabilecegine dair bulgular elde
edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada CARMIL proteinlerinin IL-1p ile uyarilan
EMT’de, hiicre mezenkimal karakteri ile iliskisi ve IL-1B aracili inflamatuvar

yanitlarin kanserin ilerlemesi lizerine etkisine dair gézlemler yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: CARMIL, metastaz, meme kanseri, IL-13, EMT, hiicre hareketi
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ABSTRACT

Toprak Dogramaci, H., Investigation of Cytoskeletal Dynamics in IL-1B-Induced
Epithelial Mesenchymal Transition in Breast Cancer, Hacettepe University,
Graduate School of Health Sciences, Tumor Biology and Immunology Program,
Master of Science Thesis, Ankara, 2023. The presence of interleukin (IL)-1pB, a
proinflammatory cytokine, has been demonstrated in the breast cancer
microenvironment. IL-1p supports cell survival, proliferation, adhesion, invasion, and
migration mechanisms. It also contributes to the chronicity and persistence of
inflammation, therefore promotes cancer progression and epithelial-mesenchymal
transformation (EMT). It is important for cells to gain mobility for EMT and
metastasis. Cell movement is accomplished by the expression and functional
interaction of skeletal elements. In addition to conventional cytoskeletal elements
such as actin, vinculin, vimentin, Capping protein regulatory, ARp2/3,
MyosinlLinker (CARMIL) proteins are also involved in the regulation of the cell's
actin skeleton. It can be said that CARMIL proteins are essential for cell motility and
therefore EMT and metastasis. In the light of this information, a hypothesis was
developed that IL-1B-induced EMT in breast cancer cells might be affected by
CARMIL protein level and cellular distribution. The human breast cancer MCF-7 cell
line owns epithelial morphology and MDA-MB-231 possesses mesenchymal
morphology. To mimic the tumor microenvironment, these cells were grown on
surfaces previously coated with Matrigel™ or fibronectin and treated with IL-1pB to
induce EMT. Obtained results were analyzed by immunofluorescent staining and
gRT-PCR methods. It was observed that the expression levels of CARMIL3 and
vinculin within the cells changed depending on the mesenchymal cell character.
Evidence has been obtained that increased CARMIL3 mRNA levels may be a marker
of early metastasis or partial EMT status in breast cancer. In conclusion, in this study,
observations were made about the relationship of CARMIL proteins with cell
mesenchymal character in IL-1p-induced EMT and the effect of IL-1B3-mediated

inflammatory responses on cancer progression.

Keywords: CARMIL, Metastasis, Breast cancer, IL-1p, EMT, cell migration
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Sekil Sayfa

2.1. Inflamasyonun kanser iizerindeki ikili rolii ve mekanizmalari. Akut ve
kronik Inflamasyon durumlarindan kanserin CAF’lar ve immiin sistem ile
iligkisi.

2.2. IL-1p iiretim, aktivasyon, sinyal iletim ve salgilama mekanizmalari

2.3. IL-1P ve kanser iligkisi. IL-1p’nin hiicre sag kalimini, proliferasyonunu,
anjiyogenezi, adezyonu, invazyonu ve migrasyonu, bagisiklik hiicrelerinin
fonksiyonlarii ve matiirasyonunu destekleyici 6zellikler dahil olmak iizere
tiimdre iki yonlii etkisi vardir.

2.4. ECM yapist.

2.5.Aktin iskelet yapilarimin (lamelopodya, filodopodya, Invadopodya,
prodruding blep ve stres fiberleri) tek bir hiicre lizerinde sematik gosterimi.

2.6. Fokal adezyonlarin sematik gosterimi. (A) Aderan bir hiicrenin karikatiirti,
(B) Ana molekiiler bilesenlerle odaksal yapismanin biiyiitiilmiis goriiniimdi.

2.7. Hiicreler aras1 baglanti ¢esitleri ve proteinleri.

2.8. Mezenkimal hiicre hareketinin 4 asamasi; 1. Lamelapodium bolgesinde
aktin uzantis1 olugmasi, 2. yeni fokal adezyon noktasinin olusumu, 3. ara-
filamentler yardimiyla hiicre goévdesinin translokasyonu, 4. eski fokal
adezyondan ayrilma.

2.9. EMT nin sematik gosterimi.

2.10. EMT iliskili sinyal yolaklari, transkripsiyon faktorleri, hiicre yiizey,
iskelet ve ECM proteinleri ve miRNAlar.

2.11. Meme kanseri 5 ana molekiiler alt tipi. Sagdaki ok rengi koyulastikca
kotii prognozu gostermektedir. Verilen yiizdeler o tipin goriilme sikligini ifade
etmektedir.

2.12. Hareket eden mezenkimal bir hiicre. CP aktin iskeletin (kirmizi renkli)
ucuna baglanarak, yeni monomer eklenmesini ve dolayisiyla hareketi engeller.
CARMIL ise CP’ye baglanarak, aktin iskeletin ucuna serbest birakir ve hiicre
hareketine yardimeci olur.

3.1. Hiicre bolgelerinin secilmesi temsili goriintiiler. A grafigi tek tek analiz
edilen bir hiicrenin birlestirilmis goriintlisiinii  gosterirken, B grafigi bu
hiicrenin sitoplazmik bolgesini ve C goriintiisii ise membran bdlgesini
gostermektedir.

3.2. Partikiil analizleri ve analizlerin bir hiicre {izerinde fonksiyonlar ile birlikte
sematik gosterimi.
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Sekil Sayfa

4.1. Kontrol(kaplanmamis), Matrigel ve fibronektin kapli ylizeylerde
yetistirilen MDA-MB-231 hiicrelerinin morfoloji degisimleri. Sonuglar
immiinfloresan yonteme gore analiz edilmistir. Immiinfloresan boyamasinda
hiicre ¢ekirdegi (DAPI, mavi) ve aktin iskelet (falloidin, yesil) isaretlendi. A
grafigi hiicre alanini, B grafigi polarizasyon degerlerini ve C grafigi temsili
goriintiileri gostermektedir.

4.2. MDA-MB-231 hiicreleri, kontrol(kaplanmamis), Matrigel ve fibronektin
kapl yiizeylerde yetistirilmis ve hiicre ¢ekirdek boyamalar1 DAPI, aktin iskelet
boyamalar1 falloidin ve vimentin boyamalari vimentin antikoru kullanilarak
yapilmigtir. Sonuglar IF yonteme gore analiz edilmistir. A grafigi Vimentin
OFY degerlerini, B grafigi vimentin membran yi1gilma indekslerini ve C grafigi
temsili goriintiileri gostermektedir.

4.3. Kontrol(kaplanmamig), Matrigel ve fibronektin kapli yiizeylerde
yetistirilen MDA-MB-231 hiicrelerinin vinkiilin diizey ve hiicresel dagilimi.
Sonuglar IF ydnteme gére analiz edilmistir. Immiinfloresan boyamasinda hiicre
cekirdegi (DAPI, mavi), aktin iskelet (falloidin, yesil) ve vinkiilin proteini
(kirmiz1) igaretlendi. A grafigi vinkiilin OFY degerlerini, B grafigi vinkiilin
membran yi1g1lma indekslerini ve C grafigi temsili goriintiileri gostermektedir.

4.4. Kontrol(kaplanmamig), Matrigel ve fibronektin kapli yiizeylerde
yetistirilen MDA-MB-231 hiicrelerinin vinkiilin odak sayilar1 ve odaklarin
hiicresel dagilimi. Vinkiilin odaklar1 (beyaz renkli), immiinfloresan yontemle,
partikiil analizleri sonucu elde edilmistir. A grafigi vinkiilin odak sayisini, B
grafigi vinkiilin odaklarinin membran yigilma indekslerini ve C grafigi temsili
goriintiileri gostermektedir.

4.5. Kontrol(kaplanmamig), Matrigel ve fibronektin kapli yiizeylerde
yetistirilen MDA-MB-231 hiicrelerinin CARMIL diizey ve hiicresel dagilimu.
Sonuglar IF ydnteme gore analiz edilmistir. Immiinfloresan boyamasinda
CARMIL proteinleri (kirmizi) isaretlendi. A grafigi CARMIL1 OFY
degerlerini, B grafigi CARMIL2 OFY degerlerini ve C grafigi CARMIL3 OFY
degerlerini ve D grafigi temsili goriintiileri gdstermektedir.

4.6. MDA-MB-231 hiicreleri, kontrol(kaplanmamig), Matrigel ve fibronektin
kapl ylizeylerde yetistirilmis ve hiicre ¢cekirdek boyamalar1t DAPI, aktin iskelet
boyamalar1 falloidin, ve vinkiilin boyamalart CARMIL antikorlar1 kullanilarak
yapilmistir. Sonuglar IF yonteme gore analiz edilmistir. A grafigi CARMIL1
membran yigilma indeks degerlerini (OFY’ye gore), B grafigi CARMIL2
membran yigilma indekslerini (OFY’ye gore) ve C grafigi CARMIL3
membran yigilma indeks degerlerini (OFY’ye gore) ve D grafigi temsili
goriintiileri gostermektedir.

4.7. Kontrol(kaplanmamis), Matrigel ve fibronektin kapli ylizeylerde
yetistirilen MDA-MB-231 hiicrelerinin CARMIL odak sayilart ve odaklarin
hiicresel dagilimi. CARMIL odaklar1 (beyaz renkli), immiinflorasan yontemle,
partikiil analizleri sonucu elde edilmistir. A grafigi CARMIL1 odak sayisi
degerlerini, B grafigi CARMIL2 sayis1 degerlerini ve C grafigi CARMIL3
odak sayis1 degerlerini, D grafigi temsili goriintiileri, E grafigi CARMIL1
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odaklarmmin membran yigilma indeks degerlerini , F grafigi CARMIL2
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degerlerini ve E grafigi MCF-7 hiicrelerinin, F grafigi ise MDA-MB-231
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1. GIRIS

Meme kanseri mikrogevresinde, proinflamatuvar bir sitokin olan interlokin-13
(Interleukin-1 beta, IL-1B)’nin varlig1 daha 6nce pek ¢ok c¢alismada gosterilmistir (1-
4). IL-1p’nin hiicre sag kalimini, proliferasyonunu, anjiyogenezi, adezyonu,
invazyonu ve migrasyonu, bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonlarin1 ve matiirasyonunu
destekleyici oOzellikleri vardir (2). Bu sitokin inflamasyonun kroniklesmesine ve
devamliligina da katkida bulunur. Bu durum, kanser progresyonunu ve epitelyal-
mezenkimal doniisimii (Epitelial-Mezenkimal Transition, EMT) destekler. EMT nin
ve metastazin gergeklesebilmesi i¢in hiicrelerin hareket kabiliyeti kazanmasi
onemlidir ve bu hareket hiicre iskeleti elemanlari tarafindan gerceklestirilir (5). Aktin
iskelet, hiicre hareketinin baslatilmasinda rol alirken vinkiilin, integrin basta olmak
tizere 100°den ¢ok protein yapidan olusan fokal adezyonlar (odaksal yapismalar)
hareketin devamliligina ve vimentin proteini de igeren ara filamentler ise hareketin
tamamlanmasina yardimei olur. Ayrica, vimentin proteini literatiirde bir mezenkimal
belirteg olarak gecer. Aktin, vinkiilin, vimentin gibi hiicre iskeleti ile iligkili hiicre
elemanlarma ek olarak Capping protein regulatory, ARp2/3, MyosinlLinker
(CARMIL) proteinleri de hiicre hareketinin diizenlenmesinde rol oynar ve bunu da
aktin iskeletin uzamasina yardimci olarak yapar (6). Dolayisiyla CARMIL
proteinlerinin EMT ve metastaz i¢in elzem oldugu sdylenebilir. Bu bilgiler 1s1ginda
meme kanserinde IL-1f ile uyarilmig EMT durumunda hiicre iskelet dinamiklerinin
incelenmesi, IL-1B ile uyarilmig EMT’nin CARMIL protein diizeyi ve hiicresel
dagilimi ile iligkili oldugu ve CARMIL proteinlerinin IL-1p ile uyarilan EMT de rol

iistlenebilecegine dair gdozlem yapilmasi amaciyla bir ¢alisma planlanmastir.

Oncelikle tiimdr mikro gevresini daha iyi taklit edebilmek adina, MDA-MB-
231 (yliksek diizeyde metastatik) insan meme kanseri hiicre hatt1 hiicreleri fibronektin
veya Matrigel™ kapli yiizeylerde biiyiitiilmiis ve daha sonra hiicrelerdeki aktin,
vinkiilin, vimentin ve CARMIL1, CARMIL2, CARMIL3 proteinleri immiinfloresan
yontem ile boyanarak hiicre iskeleti incelenmistir. Sonuglar, yiizey kaplanmasi ile
artan hiicre alan degerleri sebebiyle, kaplama protokollerinin mezenkimal karaktere
katki sagladigma ve Matrigel™ kaplamanin bu hiicrelerde hiicre hareketi i¢in daha

destekleyici olduguna isaret etmistir. Sonuglar, CARMIL3 proteininin bu hiicrelerde
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CARMIL proteinleri igerisinde en ¢ok ifade edilen, Matrigel yiizeyde odak sayisi
belirgin diizeyde artmis olan ve mezenkimal karakterle en iligkili izoform
olabilecegini gostermistir. Mezenkimal bir belirte¢ olan vimentin proteinin kaplanmis
yiizeylerde ifadesinin degismedigi ancak membran bolgesine daha ¢ok yigildig
belirlenmistir. Hem vinkiilin hem de CARMIL1 ve CARMIL3 proteinlerinin odak
sayilar1 kaplama ile dolayisiyla da mezenkimal karakter ile oOrtiisecek sekilde

artmistir.

Insan meme kanseri MCF-7 (epitelyal karakterde) ve MDA-MB-231
(mezenkimal karakterde) hiicre hatlar1 timor mikrogevresini taklit edebilmek
amaciyla Matrigel ile kaplanmis yiizeylerde yetistirilmis ve IL-13 proteini ile
muamele edilerek EMT uyarilmigtir. Mikroskobik analizler sirasinda 6zellikle tek tek
diisen yani hareket yetenegi daha yiiksek ve metastaza daha yatkin olabilecek
hiicreler analiz edilmistir. Aktin, CARMIL3 ve vinkiilin proteinleri immiinfloresan
yontemi ile boyanmugtir. Epitelyal karakterli MCF-7 hiicreleri IL-1p ile mezenkimal
doniistime zorlandiginda hiicre alan degerleri kaplamadan bagimsiz artarken,
polarizasyon degerleri degismemistir. Ancak, mezenkimal karakterli MDA-MB-231
hiicrelerinde IL-1pB, kaplanmamis yiizeylerde alan artisina, kaplanmis ylizeylerde ise
alan azalmasma sebep olmustur. Ayrica sonuglar bu hiicrenin IL-1 olmaksizin
Matrigel kapli ylizeyde daha mezenkimal bir karaktere sahip oldugunu
gostermektedir. MCF-7 hiicrelerinde vinkiilin ve CARMIL3 protein odak sayilar IL-
1B ile (yani mezenkimal karakter artisina bagl olarak) artmaktadir. Beklenilecegi
tizere benzer bir durum, halihazirda mezenkimal &zellige sahip MDA-MB-231
hiicrelerinde  goriilmemektedir. Vinkiilin ve CARMIL3 protein odaklarinin
mezenkimal karakter ile artmasi, bu proteinlerin EMT ile dolayisiyla da metastaz ile

iliskili olabilecegini diislindiirmektedir.

IL-1B ve EMT arasinda tespit edilen iliskiyi mRNA diizeyinde test etmek i¢in
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarindan elde edilen transkripler
epitelyal (E-kaderin, klaudin-1) ve mezenkimal (snail, ZEB1, twistl, vimentin)
belirteclerin ve  CARMIL izoformlarinin diizeylerindeki degisimler agisindan
incelenmistir. Epitelyal belirteclerin azaldigi, mezenkimal belirteclerin arttigi durum

yalmzca hiicrelerin  Matrigel kapli ylizeylerde vyetistirilip IL-1p ile EMT’ye
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zorlanmasi ile izlenmistir. CARMIL mRNA diizeyleri ise, Matrigel kapl yiizeyde IL-
1B ile azalma egilimi gostermektedir. CARMIL3 proteinin diizeyleri ve hiicresel
dagilimi MCF-7 hiicreleri kaplanmamis yiizeylerde IL-1p ile, MDA-MB-231
hiicreleri ise Matrigel kapli yiizeylerde IL-1B yoklugunda daha mezenkimal bir
karakter gostermekteydi. Hem MCF-7 hiicrelerinde kaplanmamis yiizeylerde IL-1P
ile hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde Matrigel kapl yiizeylerde IL-1p olmaksizin
CARMIL mRNA ifadeleri artmaktadir. Bu sonuglar CARMIL3 mRNA diizeylerinin
bir erken EMT belirteci olma potansiyeli tasidigin1 gosterebilir. Sonug olarak, bu
calisma meme kanserinde, IL-1p ile uyarilmis EMT nin CARMIL protein diizeyi ile

iligkili olabilecegini gostermektedir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser, inflamasyon ve I1L-1p

2.1.1. Kanser

Kanser, diinya ¢apinda oOliimle sonuglanan hastaliklar arasinda, kalp
rahatsizliklarindan sonra, ikinci sirada yer almaktadir (7). Kanserin en ¢ok kabul
goren karakteristik ozellikleri; genetik degisiklikler (6zellikle timor baskilayict ve
onko-genlerde gerceklesen mutasyonlar), artmis hiicre proliferasyonu, inflamasyon,
anjiyogenez, invazyon, metastaz ve bagisiklik sisteminden kacis olarak siralanabilir
(8).Immiinolojik perspektiften bakildiginda ise; kanser, bir kronik inflamasyon
durumudur. Izlenen immiin yetmezlik nedeniyle bagisiklik sistemi kanserin

olusumuna ve ilerlemesine yardim etmektedir denilebilir (9).

Bagisiklik sistemi, patojenleri ve tiimor hiicrelerini tanir ve ortadan kaldirir.
Boylece, tiimor biiylimesini engeller. Kanser olusumu, immdiin sisteme bagli olarak {i¢
ana fazda gergeklesir (10). Baslangi¢ evresinde (“eliminasyon fazi”) olusan kanser
hiicreleri immiin sistem tarafindan taninir ve yok edilir. Daha sonra, tlimoriin
ilerlemedigi “denge faz1” vardir. Bu fazda bagisiklik sistemi tiimoriin yayilmasina ve
bliylimesine engel olabilmekte ama tiimorii tamamen yok edememektedir. Hatta
bagisiklik sistemi hiicrelerinin immiinojenik kanser hiicrelerini yok etmesinin daha
agresif hiicrelerin secilimine neden oldugu da séylenebilir (immunosurveilance). Son
evre (“kacis faz1”) ise bagisiklik sistemi ile kanser arasindaki savasi kanserin
kazandigi, bagisiklik sisteminin doku tamiri, inflamatuvar sitokinlerin, immiin
baskilayici mikrogevre olusumu dahil birgok aracini kanserin faydasima kullandigi
evredir. Immiin sistemin nasil yetersiz kaldiginin ve kansere yardim ettiginin
anlasilmas: onemlidir. Giinlimiizde kullanilan immiinoterapi yontemlerinin gelisimi

de bu temel mekanizmalarin anlagilmasi ile miimkiin olabilmistir (11).
2.1.2. inflamasyon

Akut inflamasyon, organizma i¢in zararli uyaranlara verilen ilk yanittir.
Bagisiklik sistemimizin temel gorevi 6z olmayan (non-self) hiicreler ile 6z (self)

arasindaki ayrimi dogru bir sekilde yaparak organizmanin yabanci tarafindan istilasin
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engellemektir. Immiin sistemimiz patojenlere kars1 ilk cevap olan dogal immiinite ve
ikincil cevap olan edinsel immiinite olmak iizere iki ayaktan olusur. inflamasyon
immiinitenin bir pargasi olup viicudun kendini patojenlerden korumada kullandig
siireci temsil eder. inflamasyon dokuda bulunan (tissue resident) makrofaj, dendritik
hiicre (Dendritic Cells, DC) vb. hiicrelerin patojeni algilamasi, kemokin ve
sitokinlerin salgilanmasi, damar genisliginin artmasi (Vazodilatasyon), nétrofil ve
kompleman proteinlerin, gerekirse diger immiin sistem elemanlarinin inflamasyon

bolgesine gegisi, piht1 olusumu ve doku tamiri agamalarindan olusur (12).

Immiin sistemin enfeksiyona cevabi literatiirde dort etki ile tanimlanmakta
olup, bunlar agn, kizariklik, sislik ve atestir. Biitiin bu etkiler damar boyutu ve
gecirgenliginin artmasi sonucu bolgeye sivi ve 16kosit gegisi ile birliktelik gosterir.
Dogal bagisiklik hiicreleri (endotelyal hiicreler, noétrofiller, makrofajlar, mast
hiicreleri, dogal 6ldiiriicii (Natural Killer, NK) hiicreleri ve dendritik hiicreler) ve
edinsel bagisiklik hiicreleri (T ve B lenfositler) yani sira pro-inflamatuvar faktorler
(vazoaktif aminler, vazoaktif peptitler, kompleman fragmanlari, interlokin-13
(Interleukin-1 beta, IL-1p), IL-6, IL-15, IL-17, IL-23, tiimor nekroz faktor alfa
(Tumor Necrosis Factor a, TNF-a) ve interferon y (IFN-y) gibi sitokinler de
inflamasyonda gorev alir (13). Inflamatuvar hiicrelerin inflamasyon bolgesine gegisi
icin kemokinler (6rnegin; CCL2, CXCL12) gereklidir. Bununla birlikte anti-
inflamatuvar hiicreler (M2 tip makrofajlar, tip 2 yardimer T hiicre (T helper 2, Th2)
lenfositler, diizenleyici T hiicreler (regulatory T cells, Treg) ve myeloid kokenli
baskilayici hiicreler (Myeloid-derived suppressor cells, MDSC), ve anti-inflamatuvar
sitokinler (IL-4, IL-10, IL-13 ve transforme edici bityiime faktorii  (Transforming

Growth Factor B, TGF-p)) inflamasyonun ¢6ziilmesinde rol oynar (14).
2.1.3. Kanser ve Inflamasyonla iliskili mekanizmalar

Inflamasyon ve kanserde birgok asama ve aract molekiil ortaktir. Bu kronik
inflamatuvar mikrogevrede bulunan nitrik oksit (nitric oxide,NO), sitokinler (IL-1p,
IL-2, IL-6 ve TNF-a), biiyiime faktorleri ve kemokinler gibi cesitli onkojenik aracilar
serbestlenir. IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, 1L-23 gibi interlokinler ve reaktif oksijen tiirleri
/ reaktif nitrojen tiirleri (Reaktif Oxygen Species/ Reaktif Nitrogen Species,
ROS/RNYS) ile birlikte CXCL1-8 gibi kemokinler, yiiksek aktive B hiicrelerin kapa-
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hafif-zinciri-gelistiren niikleer faktorii (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells, NF-kP) yolag1 ve siklooksijenaz-2 (cyclooxygenase-2, COX-2)
aktivitesine sebep olur ve inflamasyon aracili tiimorogenez desteklenir. TNF-a,
vaskiiler endotel biiyiime faktorii (Vascular Endotelial Growth Factor, VEGF) ve IL-
6’nin ndtralizasyonu inflamasyonu ve tiimdr yiikiinii birlikte azaltmasi, ayrica anti-
IL-2'nin tiimor biiylimesini geriletmesi de kanser ve inflamasyon arasindaki siki
iliskinin gostergesidir. Ek olarak, kansere karsi cesitli anti-inflamatuvar ilaglarin

etkinlik gostermesi de kanit niteligindedir (14-16).

Tiimor mikrogevresi, dendritik hiicreler, makrofajlar, monositler, T lenfositler
ve notrofiller dahil olmak tizere ¢esitli bagisiklik hiicreleri, kanserle iliskili
fibroblastlar (Tumor Associated Fibroblasts,CAF) ve kanser hiicrelerinden olusur.
Timor-iliskili makrofajlar ve nétrofiller (Tumor Associated Machrophages and
Tumor Associated Neutrophiles, TAM ve TAN) kanser progresyonuna farkli sekilde
etki etmektedir. TAM-1 ve TAN-1, anti-tiimér fenotipine sahipken, TAM-2 ve TAN-
2 ise pro-tiimérdjeniktir. inflamasyon nedeniyle ROS ve RNS olusumu, DNA ve
protein yapisini degistirerek mutajenik etki gosterir ve karsinojeneze yol agar (17-19).
Akut faz cevabinda rol oynayan bir protein olan Serum amyloid A (SAA) seviyesinin
artmasi, niilks olmaksizin sagkalim siiresinin azalmasina sebep olmaktadir (20).
Benzer sekilde, tiimor mikrogevresinde sik goriilen oksijence fakir olma durumu
(hipoksi) kanserde yaygindir. Tiimdr ve inflamasyon iligkisine bir bagka 6rnek olarak
mMiR-126 gibi ¢esitli mikroRNA’larin tiimor ilerlemesinde ve anjiyogenezde 6nemli

rol oynamasi gosterilebilir (21).

Kanser ve inflamasyon karsilikli etkilesim igerisinde gelisir (10). Akut
inflamasyon esnasinda, dentritik hiicreler (DC’ler), tiimdrle iliskili antijenlerin
(Tumor Associated Antigens, TAA) alimi veya bir toll-like receptor (TLR)
agonistinin baslattig1 bir aktivasyon sonucu, bir¢ok farkli mekanizmayi kullanarak
inflamatuvar tepkileri indiikleyebilir ve anti-timdr immiin cevapta diizenleyici bir rol
oynayabilir. Bu mekanizmalara 6rnek olarak tlimor antijenlerinin sunumu ve tiimore
Ozgii sitotoksik T hiicrelerin aktiflestirilmesi, interferon y (IFN-y) ve IL-1
salgilayarak bagisiklik hiicrelerinin tiimor baskilanmasina dogru polarize edilmesi

(6rn. TAM'lerin M1 polarizasyonu) ve tiimorle savasacak immiin hiicrelerinin
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inflamasyon bolgesine ¢agirilmasi gosterilebilir. Tiimor hiicrelerinin TAA sunumuyla
aktiflesen anti-timorojenik immiin hiicreler kanser hiicrelerinin 6liimiine yol acar.
Bunu NK ve sitotoksik T hiicreler perforin ve granzim salgilayarak, M1 ve N1
hiicreler fagositoz yoluyla ve diger pro-tiimdrojenik hiicrelerin inflamasyon bolgesine
cagirilmasint saglayarak, yardimci T hiicreler Thl cevabi uyararak ve plazma
hiicreler antikor salgilayarak saglar. Ancak akut inflamasyon zamaninda ¢oziilmezse
kronik inflamasyon durumu olusur ve bu durumda tiimor hiicreleri yalnizca dentritik
hiicrelerin yukarida bahsedilen etkileri ile bas etmekle kalmaz ayn1 zamanda cesitli
sitokinler, kemokinler ve inflamatuar mediatorler salgilayarak ¢ok sayida
immiinsupresif hiicreleri (6rnegin MDSC, Treg, diizenleyici B hiicre (regulatory B
cells, Breg), M2-TAM, N2-TAN ve Th2 hiicreler) de inflamasyon boélgesine ¢agirir.
Tiimor hiicreleri bunu TGF-B, prostoglandin E2 (PGE2), graniilosit-makrofaj koloni-
stimiilasyon faktorii (Granulocyte-Macrophage Colony-Stymulating Factor, GM-
CSF), IL-6-10-21-33-35, CCL5-22, makrofaj migrasyon inhibitér faktorii (MIF) ve
yiikksek mobilite grup 1 proteini (High-Mobility Group Protein 1, HGMGB1)
aracilifiyla, tiimor destekleyici bagisik sistemi elemanlar: olan MDSC, Treg, M2 ve
N2, Breg, Th2 ve tolorojenik dendritik hiicreleri aktif hale getirerek yapar. Bu
hiicrelerse TGF-B, VEGF, endotel biiytime faktorii (Endotelial Growth Factor, EGF),
PGE2, matriks metalloproteazlar (MMPIler), CXCL1-6, arjinazl ve elastaz gibi
aracilar yoluyla pro-anjiyojenik ve pro-tiimoéral mikro g¢evre olusumuna ve antitimor

bagisikligi 6nlenmeye katki saglayarak tiimor gelisimini desteklerler (4) (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. inflamasyonun kanser iizerindeki ikili rolii ve mekanizmalari. Akut
ve kronik Inflamasyon durumlarindan kanserin CAF’lar ve immiin sistem ile iliskisi.
(Zhao ve digerleri (2021) makalesinden uyarlanmistir) (14).

2.1.4. interlokin-1p (IL-1p)

IL-1B inflamasyona yardimci bir sitokin olup bagisiklik sistemi hiicreleri,
fibroblastlar ve kanser hiicreleri de dahil olmak {izere bircok hiicre tarafindan
salgilanir. IL-1B’nin da dahil oldugu IL-1 protein ailesinin 4 ana {iyesi vardir. Bunlar
IL-1a, IL-1pB, IL-33 ve IL-1 reseptor antagonisti IL-1RA’dir. IL-1RA disinda protein
ailesinin tamami proinflamatuvar etki gosterir. IL-1a niikleusta lokalizedir ve hiicre
proliferasyonunda rol oynar. IL-1p ise ekzositoz ile hiicre disina salgilanir. Pro-IL-1
aktif hale gelmek igin kaspaz aktivasyonuna ihtiya¢ duyarken pro-IL-1a, pro haliyle
aktivite gdsterir, kaspaz enzimi tarafindan aktivitesi diizenlenir. Inaktif halde 31 kilo
dalton olan pro-IL-1p, inflamazom aktivasyonu sonucu, kaspazl proteaz aktivitesi ile
kesilerek 17 kilo dalton boyutundaki aktif IL-1p 'ya dondstiiriilir (3, 22).
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Sekil 2.2. IL-1f tretim, aktivasyon, sinyal iletim ve salgilama mekanizmalari
(Rebe ve digerleri (2020) makalesinden uyarlanmistir (3).
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“Priming” olarak adlandirilan pro-1L-1p tiretimi NF-kf aktivasyonu sonucu
gerceklesir. NF-kf yolagi, cesitli sitokin reseptorlerinin ligandlari, Oriintii tanima
reseptorleri (Patern Recognition Receptors, PRR'ler), TNF reseptorii (TNFR) siiper
ailelerinin yan1 sira T-hiicresi reseptorii (TCR) ve B-hiicresi reseptorii dahil olmak
lizere cesitli uyaranlara yanit verir (23). Ornegin, ortamda bulunan lipopolisakkaritler
(LPS) sonucu TLR iizerinden NF-kf transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu ve
¢ekirdege gecisi miimkiin olur (24). NF-xp yolagin1 IL-1B’nin kendisi de LPS gibi
Myeloid Differentiation Primary Response 88 (MYD88) yolagi {izerinden interlokin-
1 reseptor iligkili kinaz (IRAK1/4) ve TNF reseptor iliskili faktor 6 (TRAF6)
aracililigiyla aktive eder. Bu yolagin aktivasyonu sonucu hedef genlerden biri olan
inaktif haldeki pro-1L-1p iiretilir. Ancak pro-1L-1p, aktif hale gelebilmek i¢in kaspaz-
1 proteaz aktivesi ile kesilmeye ihtiya¢ duyar. inflamasyon durumundan kaynakli K*
iyon akisi, ROS ve lizozom/katepsin B aktivitesi sonucu Nucleotide-Binding Domain,
Leucine-Rich—Containing Family, Pyrin Domain—Containing-3 (NLRP3) inflamazom
aktif hale gelir ve pro-kaspazl’i aktif kaspaz-1 haline getirerek IL-1B’nin aktif hale
gelmesine yardimci olur. Aktif IL-1f, gastermin D (GSMD) porlar1 veya kesecikler
icerisinde ekzositoz yoluyla hiicre disina salgilanir. Daha sonra IL-1p, hiicrelerin
membranlarinda bulunan IL-1R1 ve IL-1R3 dimeri halde olan IL-1 reseptdriine
baglanarak sinyal olusturur ve yine NF-kf} yolagin1 uyararak P50/P65, aktivator
protein 1 (AP1), IL-1B gibi NF-xp hedef genlerin ifadesini uyararak inflamasyona
yardimet olur (25) (Sekil 2.2.).

2.1.4.1.1L-1p ve Inflamasyon Tliskisi

IL-1pB immiin sistemin hem sistematik hem de lokal yanitlarini olusturmasina
yardimec1 olur. Ik olarak epitel hiicrelerde adezyon molekiillerinin ve stromal
hiicrelerin kemokin iiretimini saglayarak bagisiklik sistemi hiicrelerinin inflamasyon
bolgesine gelmesine yardimer olur. Ek olarak fosfolipaz A2, siklooksijenaz 2 ve
nitrikoksit sentaz gibi enzimlerin ifadesini saglayarak NO, prostoglandin E2 gibi
mediatdrlerin  salgilanmasini saglar. IL-1B cevabi hipertansiyon, ates, notrofili,
fibrozis ve akut faz proteinlerinin salgilanmasi gibi sonuglart igerir. Ayni zamanda
IL-1B, tip 17 yardimci T hiicre (Th17) gelisimini ve IL-17 {retimini destekleyerek

edinsel immiin yanitlara yon verir (12, 22).
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2.1.4.2.1L-1p ve Kanser Tliskisi

IL-18 ’'nin diger proinflamatuvar sitokinlerde de gozlendigi gibi kanser
tizerinde iki yonlii bir etkisi vardir. Kanseri ilerleten (pro-kanser) yonii daha
belirgindir (Sekil 2.3.). Bagisiklik hiicrelerinin proliferasyonuna ve matiirasyonuna
destek olur ve inflamasyon bolgesine infiltrasyonu artirir (3). Ancak, kanser
hiicrelerinin de c¢ogalmasi, sag kalimi, invazyon/metastazina ve anjiyogenez
mekanizmalarina yardimer olarak kanseri desteklemektedir (2). Kanser hastalarinda
yiiksek IL-1B seviyesi, kotli prognoz ile iliskilidir. Ayrica, bir IL-1pB antagonisti olan
KINERET® kullanimi fare kanser modellerinde metastazi azaltmaktadir (15). IL-
1B’nin akciger kanserinde MMP iiretimini artirmast sonucu kanserin invazyon
kapasitesi artis gosterir (26). Ayrica E-selektin artisina bagli olarak MDSC
infiltrasyonunda goriilen yogunluk da IL-13’nin dolayli olarak bagisiklik sisteminin
baskilanmasma neden oldugu bir mekanizmadir (27). IL-1B’nin, vaskiiler endotel

biiyiime faktorii (VEGF) {izerinden anjiyogenezi destekledigi de gosterilmistir (28).
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Sekil 2.3. IL-1p ve kanser iligkisi. IL-1B’nin hiicre sag kalimini
proliferasyonunu, anjiyogenezi, adezyonu, invazyonu ve migrasyonu, bagisiklik
hiicrelerinin fonksiyonlarmmi ve matiirasyonunu destekleyici 6zellikler dahil olmak
iizere tiimore iki yonlii etkisi vardir.
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2.2. EMT, Metastaz ve Hiicre Hareketi
2.2.1. Metastaz ve Hiicre Hareket Mekanizmalar

Kansere bagli dliimlerin %90°1 tiimor hiicrelerinin metastaz yoluyla kdoken
aldiklar1 organdan bagka bir organa sigramasi nedeniyle olur(7). Kanser hiicresinin
primer dokudan ayrilip baska bir dokuya gidebilmesi igin hareket kabiliyeti
kazanmasi, hiicre adezyon ve migrasyon (go¢) mekanizmalarini kullanmasi gereklidir

(29).
2.2.2. Hiicre Migrasyonu I¢in Onemli Yapilar

Hiicre hareketi metastaz icin, hiicre iskeleti de hiicre hareketi i¢in olduk¢a
onemlidir (30). Hiicre dis1 matriks (Extracellular Matrix, ECM), fokal (odaksal)
adezyonlar, aktin iskelet uzantilari, hiicreler arasi baglantilar ve hiicre adezyon
molekiilleri (Cell Adhesion Molecules, CAM) hiicrenin hareketi i¢in iskelet yapisi ile
iligkili unsurlardir (31).

2.2.2.1. Hiicre Dis1 Matriks (ECM)

Doku sivist olarak da adlandirilan ancak daha ¢ok bir ag goriiniimiine sahip
olan hiicre dist matriks; kolajen, fibronektin, laminin gibi proteinlerden olusur.
Hiicrelerin hareketine yardimci olan mekanik sinyalleri algiladigi, yani sinyal
tiretimini uyarabilen doku bilesenidir. Ozellikle fibroblastlar olmak iizere neredeyse
tim hicreler tarafindan ECM bilesenleri iiretilebilir (32) (Sekil 2.4.).

oteoglikan
/

Sekil 2.4. ECM yapaisi (Steinbeck ve digerlerinden (2022) uyarlanmustir) (33).
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2.2.2.2. Aktin iskelet Uzantilar

Stres fiberlerine ek olarak, bir hiicrede aktin iskelet yapili ve harekete
yardimci 4 onemli yapt daha bulunur. Bunlardan i) Invadopodya, hiicrelerin
salgiladiklar1 MMP’ler yardimiyla bazal laminay1 asarak invazyonuna yardimci olan
yapidir. i) Lamelepodya, hiicrenin yoneldigi ugtaki aktin aginin yogunlastig1 yaklasik
1 nm boyutundaki boliimdiir. iii) Filopodya; Hiicre hareket yoniinii belirlemesine
yardimer olan sitoplazmik aktin uzantilaridir. iiii) Protruding blep (tomurcuk),
uzantidan ¢ok belli bir kesecikte sitoplazmik yi1gilma yoluyla hareket eden hiicrelerde

goriilen aktin- sitoplazmik yapilardir (Sekil 2.5.) (34).

Protruding blep

Lamelopodya _

Filodopodya =~

Stres Fiberi

Invadopodya

pooooInnon

Sekil 2.5. Aktin iskelet yapilarinin (lamelopodya, filodopodya, Invadopodya,
prodruding blep ve stres fiberleri) tek bir hiicre iizerinde sematik gosterimi (Biber ve
digerlerinden uyarlanmistir) (35).

2.2.2.3. Fokal Adezyonlar (odaksal yapismalar)

Fokal adezyonlar hiicrelerin ECM‘ye baglandigi, vinkiilin, paksilin , talin
basta olmak iizere 100°den c¢ok proteinden olusan ozellesmis yapilardir. En dista
membrana gomiilmiis durumda olan integrin, fibronektin gibi ECM proteinlerine
tutunur. Integrin ile hiicre iskeleti arasinda baglantiy1 saglayan paksilin, talin gibi
araci bir¢ok protein bulunur. Fakat adezyonlar hiicre hareketine yardimci olmanin
yani sira, fiziksel ve mekanik strese, hiicrenin bulundugu yiizeyin sertligine ve ECM
yapisina bagli olarak (outside-in) sinyal olusturur ve hiicreden hiicre digina (inside-
out) sinyal iletimine de yardimci olurlar. Bunun sonucunda hiicre iskeleti

organizasyonunda degisiklik olabilecegi gibi, gen ifade degisiklikleri, hiicre hareketi,
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hiicre biiytimesi ya da hiicre 6liimii de gerceklesebilir(36). Yayilma ve gog sirasinda
hiicre, yeni olusan adezyonlar yoluyla 6n kenarda hiicre dis1 matrisin (ECM), 6rnegin
fibronektin ligandlarina yapisir. Lamellipodyumda (LP) fokal kompleksler halinde
gelisirler. Transmembran protein integrin, ECM tizerindeki fibronektine baglanir.
Miyosin II motor molekiilleri nedeniyle kasilabilen aktin stres liflerine baglant: talin
tarafindan yapilir. Bu temel mekanik baglanti, vinkiilin, paksilin veya a-aktinin gibi

araci proteinler tarafindan gii¢lendirilir (Sekil 2.6.) (37).
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Sekil 2.6. Fokal adezyonlarin sematik gosterimi. (A) Aderan bir hiicrenin
goriinlimii, (B) Ana molekiiler bilesenlerle odaksal yapismanin biiyiitiilmiis
goriiniimii (Hoffmann ve digerleri (2013) makalesinden uyarlanmistir) (37).

2.2.2.4. Hiicre Adezyon Molekiilleri

Hiicre adezyon molekiilleri (Cell Adhesion Molecules, CAM), hiicre-hiicre
etkilesimleri ve hiicre-matriks etkilesimlerinde gorevli transmembran reseptorlerdir.
Integrinler, immunoglobiilin siiper ailesi CAM’ler, selektinler ve katerinler olmak
lizere 4 gruba ayrilabilirler. Hiicre sinyal iletiminde ve mobilitesinde islevseldirler.
Ayrica 16kositlerin epitel hiicrelerine tutunarak ilerlemesinde (patrolling) ve kandan
dokuya gecislerine yardimci olurlar. Ek olarak kanser hiicrelerinin kandan dokuya

gecisinde de 6nemli rol oynarlar (38, 39).

2.2.2.5. Hiicreler Arasi Baglantilar

Ozellikle epitel hiicreler arasinda bulunan hiicreler arasi baglantilar, hiicrelerin
birbirleriyle iletisimini saglarken ayn1 zamanda da hiicreler arasinda bir bariyer olarak
hiicrelerin bir yiizey olusturmalarin1 saglar. Bu baglantilar 5 alt grupta incelenirler.

Genellikle klaudin ve okludin proteinlerinden olusan sik1 baglantilar (tight junctions),
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bitisik hiicreler arasinda bir sizdirmazlik olusturur ve aktin filamentlerine baglanirlar.
Aderan baglantilar (adherant junctions) ise aktin hiicre iskeletine bagli klasik kaderin
plaklaridir. Desmozomlar, ara filamentlere bagli dezmozomal kaderinler tarafindan
olusturulur. Bosluk baglantilar1 (Gap junctions) ise, konneksin proteinlerinden
olusup iki bitisik hiicrenin sitoplazmasini birbirine baglar ve mikrofilamentlere
baglanir. Son olarak hemi-dezmozomlar ise bazal membran ile hiicrelerin baglanti
noktalaridir (Sekil 2.7.).

Epitel Hiicre
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Sekil 2.7. Hiicreler arasi1 baglanti ¢esitleri ve proteinleri. (Schnell ve digerleri
(2013) makalesinden uyarlanmustir (39).

2.2.3. Hiicre Migrasyon Cesitleri

Hiicrelerin gog tiirleri; ameboid, kollektif ve mezenkimal migrasyon olmak
lizere ii¢ alt grupta incelenebilir. Ameboid migrasyon, 16kositlerde ve protozoalarda
goriilen hiicre gog seklidir. Ameboid karakterli bir hiicre mezenkimal bir hiicreye
gore daha zayif yapisma paterni gosterdigi i¢in 10 kata kadar hizli hareket
edebilmektedir. Kollektif migrasyon ise hiicrelerin bir katman halinde hareket ettigi,
sinir  hiicrelerinin farkli islevler kazanabildigi, gastrulasyonda ve bazi kanser
cesitlerinde goriilen gog tiirtidiir (38). Mezenkimal migrasyon ise fibroblastlarda ve
bircok kanser tiirtinde goriilen migrasyon seklidir. Bu hareketi gosteren hiicreler fokal
adezyonlar yardimiyla ekstraseliiler matriks elemanlarina tutunarak ilerlerler. Ayrica

bu hiicrelerde MMP salgilayarak ECM degradasyonu yapilmasi da yaygindir (40).
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Mezenkimal karakterli bir hiicrenin hareketi dort asamada 6zetlenebilir (Sekil 2.8.).
Ilk olarak hiicre, hareket edecegi taraftaki ug noktasinda aktin hiicre iskeleti
yardimiyla bir uzama bolgesi (lamelapodium) olusturur. Daha sonra bu uzama
bolgesinin terminalinde hiicrenin yiizeyle temas ettigi fokal adezyon noktasi denilen
yapigma noktasi olusur. Ugiincii adimda, hiicrenin hareket edecegi yone dogru hiicre
govdesinin hareketi gerceklesir. Son adimda ise hiicrenin arka tarafinda daha once

olusmus olan fokal adezyon noktasindan ayrilir (31, 41).
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Sekil 2.8. Mezenkimal hiicre hareketinin 4 asamasi; 1. Lamelapodium
bolgesinde aktin uzantisi olusmasi, 2. yeni fokal adezyon noktasinin olusumu, 3. ara-
filamentler yardimiyla hiicre govdesinin translokasyonu, 4. eski fokal adezyondan
ayrilma. Uluslararasi Singapur Universitesi, Mekanobiyoloji Enstitiisii web sitesinden
(2018) uyarlanmustir (42).
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2.2.4. EMT ve Metastaz

Timor mikrogevresinde bulunan IL-18, IL-6, tiimor nekroz faktor alfa
(Tumour Necrosis Factor a, TNF-a ), hepatosit biiylime faktorii (Hepotocyte Growth
Factor, HGF), TGF-B, endotel biiyliime faktori (Endotelial Growth Factor, EGF), ve
VEGF gibi biiylime faktorleri ve sitokinler EMT’yi uyarir(43). EMT esnasinda,
epitelyal karakterli olan hiicreler sahip olduklari hiicrelerarasi baglantilar1 (tight
junctions, aderan junctions, desmozom) kaybederek, adezyon ve migrasyon yetenegi
daha yiiksek hiicreler haline gelirler. Ayrica bu hiicreler, E-kaderin ve klaudin basta
olmak tiizere epitelyal belirtecleri ifade etmeyi birakir ve mezenkimal belirtegleri
(6rnegin; N-kaderin, vimentin, snail, slug, ZEB, twist) ifade etmeye baslarlar. Ek
olarak, matriks degradasyonu ve invazyonu saglayan MMP ifadesinde de yogun artis
goriiliir(44). Bazi durumlarda ise, kanser hiicreleri epitel ve mezenkimal hiicre
belirteglerini birlikte ifade ederek kismi bir EMT gosterirler. Bu durum, hiicrelerin bir
plastisiteye sahip olmalarmi saglayip, hiicrenin migrasyon tiiriiniin degisimini
kolaylastirarak, ortam kosullarina direng gelistirmelerine yardimci olur (Sekil 2.9.)

(46).
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Sekil 2.9. EMT’nin sematik gosterimi. (Dongre ve digerleri (2019)

makalesinden uyarlanmistir (45).

Metastaz EMT ile dogrudan baglantilidir. Epitel karakterli kanserlerin baska
dokuya yayilabilmesi icin genellikle EMT siirecinden gegtigi bilinmektedir. Timor
mikrogevresindeki faktorler, NF-xB, WNT, NOTCH, TGF-B, EGF, Hedgehog gibi
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EMT iligkili sinyal yolaklarini1 aktive ederek, EMT transkripsiyon faktorlerini (ZEB,
TP53 snail, twist) artirir ve epitel karakterdeki hiicreleri EMT’ye zorlar (43). Bu
asamada, bazi1 kanser hiicreleri anoikise maruz kalarak oliirler. Baz1 kanser hiicreleri
ise timor dokusundan uzaklasarak komsu dokulara veya kana gegerek
(introvazasyon) yasamaya devam ederler. Daha sonra, dolasimdaki tiimor hiicreleri
l16kositlerdeki diapedesis benzeri bir mekanizma olan angiopedesis yoluyla, endotel
hiicrelere CAM’ler yardimiyla tutunup aralarindan sikisarak hedef dokuya gegerler
(ekstravazasyon). Hiicreler, hedef dokuda uygun ortami buldugunda EMT’nin tam
tersi bir mekanizma olan mezenkimal-epitelyal doniisiim (Mesenchymal-Epithelial
Transition, MET) ile yeni dokuda kolonizasyon gergeklestirir ve kanser hiicresi

metastatik siirecini tamamlamis olur (46).

Smyal Yolaklar:

WNT, NOTCH, NF-kB,
VEGT. EGF, TGI'-B.Ilengehoh
sinyal yolaklarn

Snaill (Snail), Snail2 N-Kaderin, E-Kaderin,
(Shug), ZEB1/2, Integrin,okludin,
Twist 1/2. TPS3 a-Katenin, Klaudin ,Kclajen, Lammin,
7 Fibronektin, MMP'ler

miRNA'lar Hiiere Tskelet Balirtecleri
miRNA200 ailesi Vimentin,
B-Katenmn, Sitokeratinler

miR10b

Sekil 2.10. EMT iliskili sinyal yolaklari, transkripsiyon faktorleri, hiicre
ylzey, iskelet ve ECM proteinleri ve miRNA’lar. ( Demirkan (2013) makalesinden
uyarlanmigtir (46).
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Molekiiler diizeyde EMT durumu WNT, Hedgehog, TGF-B gibi bir¢ok sinyal
yolaginin aktiflesmesiyle snail, slug, ZEB ve twist gibi EMT ile iliskili transkripsiyon
faktorleri EMT siirecini baglatir. Bunun sonucunda EMT ile iligkili cesitli hiicre
iskelet belirtecleri, hiicre ylizey belirtegleri, bazi miRNA’lar, MMP’ler ve ECM ile
iligkiyi diizenleyen, hiicrenin mezenkimal bir karakter almasmi saglayan birgok

mekanizma aktiflesir (46).
2.2.5. Meme Kanseri ve EMT

Meme kanseri 2020 yili verilerine gore biitiin kanserler arasinda en sik
rastlanan kanser tiirii olup, her 8 teshisten biri meme kanseridir. Yine 2020 yilinda 2,3
milyon yeni meme kanseri teshisi yapilmis ve meme kanseri 685.000 kisinin 6liimiine
sebep olmustur (47). Meme kanserinin genetik profiline gore asagidaki sekilde
gosterildigi gibi 5 ana molekiiler alt tipi vardir (Sekil 2.11) (48).

Luminal A (~40%) /\
HR+ (ER+ ve/veya PR+),
HER2-

HR+ (ER+ ve/ veya PR+),

// Normal-benzeri (~2,8%)
/
/ HER2-
/

Luminal B (~20%) |
| HR+(ER+ve/veya PR+),
HER2+/-

HER2-zenginlestirilmis )
(~10-15%)
| HR- (ER-, PR-), HER2+ |

Reseptorler

HR:Hormon \
PR:Progesteron ) \
ER:Ostrojen Uclii Negatif
HER2 (~15-20%)
HR- (ER-, PR-), HER2-

Sekil 2.11. Meme kanseri 5 ana molekiiler alt tipi. Sagdaki okun rengi
koyulastikca kotlii prognozu gostermektedir. Verilen yiizdeler o tipin goriilme
sikligimi ifade etmektedir (Wavruszak ve digerleri (2021) makalesinden
uyarlanmigtir) (48) .
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Luminal A alt tipinden iglii (triple) negatif meme kanseri tipine dogru
gidildik¢ce hasta sag kalim oranlar1 diismektedir. Bunun ana sebeplerinden biri
luminal tipteki bir kanserde, Tamoksifen® ya da Herseptin® kullanilarak
gerceklestirilen hedefli kemoterapi tedavisi uygulanabilirken, tiglii negatif kanserde
Ostrojen, progesteron ve HER2 reseptorlerinin yoklugu nedeniyle, hedefli terapi
yoluyla tedavi uygulanamamasidir. Yine luminal alt tipten uzaklastik¢a tiimor daha
agresif karakter gostermekte, daha erken yaslarda rastlanmakta ve meme kanseri gen
1 (BReast CAncer gene 1, BRCA1l) mutasyonuyla daha sik iliskilendirilmektedir.
Luminal tipteki meme kanserleri epitel hiicre karakteri gosterirken, ti¢li negatif
tipteki hiicreler genellikle mezenkimal karakter sergiler (49). Uclii negatif tip,
molekiler siralamanin kabuli ile, bazal benzeri ve klaudin-diisiik olmak {izere iki alt
tipe ayrilmigtir. Bazal benzeri tiimorler arasinda yapilan bir hiyerarsik kiimeleme
(clustering) ¢alismasinda, klasik EMT belirteglerinin (vimentin, aktin, N-kaderin ve
kaderin-11), hiicre dis1t matriks proteinlerinin ve invazyon ile iligkili genlerin

(SPARC, laminin ve fasin) asir1 ifadesi gosterildi. Epitelyal belirteclerin azaldig: da
bildirildi (50).

Meme kanseri 6rneklerinin gen ifadesi profillemelerinin yapilmasi, tiimorler
aras1 heterojenligin anlasilmasina katkida bulunmustur. Invaziv meme kanserleri
bugiin kullanilan alt tipler olan liiminal A, liminal B, HER2 zenginlestirilmis (HER2
enriched), bazal benzeri ve normal meme-benzeri olarak smiflandirilmaya
baglanmistir. Daha sonra bu kategoriler, EMT ile ilgili olarak daha fazla dikkat
gerektiren diisiik-klaudin-diizeyli (klaudin-low) alt tipi ile genisletilmistir. Klaudin-
diisiik olarak siniflandirilan tiimérlerin ¢ogu, histopatolojik agisindan bagka tiirlii
tanimlanamayan invazif karsinomlar olarak siniflandirilirken, sadece bir kismi
metaplastik veya Iobiiler karsinom olarak karakterize edilmistir. Metaplastik

karsinomlar ise, genellikle bazal benzeri veya klaudin-diisiik tip olarak ele alinir (51).

Klaudin-low meme kanseri alt tipi, i) epitel belirteclerin (E-kaderin, okliidin,
klaudin 3, 4 ve 7), liminal belirteclerin (sitokeratinler 18/19, GATA DNA dizisine
baglanan transkripsiyon faktorii 3 (GATA binding transcription factor 3, GATA3)) ve
ER, PR, HER2 reseptorlerinin (ii¢lii negatif) diisiik ekspresyonu, ii) klaudin-diisiik

kanser durumu EMT gen imzasinin artisi, iii) ti¢lii-negatif, bazal-benzeri alt tipe gore
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proliferasyon ile iliskili genlerinin ifadesinin daha az olmasi ile ayrimlanir. Diger
taraftan, klaudin-diisiikk tiimorler, anjiyogenez, hiicre gogii, bagisiklik sistemi tepkisi
ve hiicre dis1 matriks ile ilgili genlerin ekspresyonunda artis gosterir (52). Daha da
Onemlisi, birka¢ ¢alisma, bu tiimorlerin kanser kok hiicresi hiicre imzalar1 agisindan
zengin oldugunu gostermistir (53). Patolojik tam yanit, EMT imzas1 ile negatif
iliskilendirilir ve klaudin-diisiik kanserde de kotii prognoz ve kemoterapiye direng

artig1 gozlemlenir (54).

Simiflandirmalar farkli timor hiicresi alt-popiilasyonlarinin giincel bir arada
var olma potansiyelini yani tiimor i¢i heterojeniteyi hesaba katmaz. Meme kanserinde
timdr i¢i heterojenitesinin kapsamini ve diizeyini ele almak i¢in tek hiicre analizi

yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.2.6. IL-1p ve EMT Iliskisi

IL-1B’nin EMT’yi uyararak kanserin bir organdan baska organa sigramasini
yani metastaz1 destekledigi bircok calismada gosterilmistir (4, 5, 54, 55). insan oral
skuamoz kanser hiicreleri ile yapilan bir calismada, IL-1f’nin mezenkimal
morfolojiyi destekledigi ve mezenkimal belirtecleri arttirarak epitelyal belirteglerin
azalmasima neden oldugu gosterilmistir (54). Bir bagka calismada, IL-1B’nin f-
katenin yolagini uyararak snail, swist ve slug transkripsiyon faktorlerini arttirdigi ve
bu yolla EMT’yi tetikledigi gosterilmistir (56). Ayrica, kok hiicre belirteglerinden
Bmil ve Nestin ifadesinin artirarak, kanser kok hiicrelerinin (CSC'ler) kendi kendini
yenilemesini saglayarak EMT'yi sagladigi gosterilmistir. IL-1f’nin TGF-B3 ile
birlikte MMP iiretimini yiikseltmesi ile kanser invazyonunu ve dolayisiyla da
metastazi ilerlettigi bildirilmistir. Meme kanserinde yapilan bir ¢alismada, IL-1p’nin,
tamoksifen direncine sebep olarak Twistl transkripsiyon faktor artisina ve EMT’ye
sebep oldugu gozlemlenmistir (2). Son olarak, pankreas duktal karsinomu modeli
tizerinde K-Ras mutasyonu sonucu artan IL-1'in NF-«f} yolagi aktivasyonu yoluyla

timoriin invazyonun arttigi gézlemlenmistir (19).
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2.3. CARMIL Proteinleri

Hiicre hareketi igin hiicre iskelet dinamikleri oldukca dnemlidir. Ozellikle,
aktin iskeleti hiicrenin ileri dogru hareketi i¢in gerekli olan uzama bdlgesini
olusturarak, hareketin ger¢eklesmesine yardimci olur. Bu uzama bolgeleri aktin
iskeletin bos uglarindan yeni aktin molekiilleri eklenerek olusturulur. Bu nedenle,
hiicrede aktin uzamasini, dolayisiyla da hareketi kontrol eden bir¢cok protein
mevcuttur. Capping protein regulator, ARp2/3, Myosinl Linker (CARMIL)
proteinleri aktin hiicre iskelet uzamasinin diizenleyici proteinlerinden biridir. Capping
protein (CP) ise aktin uzamasmin temel inhibitorlerindendir. CP, aktin iskeletin
uzadigi uca (barbed end) tutunarak onun uzamasini engeller. CP ile baglantili
durumda olan bir protein olan CARMIL proteinleri ise CP proteine baglanarak CP
proteininin aktin uzamasint engelleme kapasitesini azaltir. Bu da CARMIL

proteinlerinin hiicre hareketini diizenlemesini saglar (Sekil 2.12) (57).
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Sekil 2.12. Hareket eden mezenkimal bir hiicre. CP aktin iskeletin (kirmiz
renkli) ucuna baglanarak, yeni monomer eklenmesini ve dolayisiyla hareketi engeller
CARMIL ise CP’ye baglanarak, aktin iskeletin ucuna serbest birakir ve hiicre hareketine
yardimci olur. (Stark ve digerleri (2017) makalesinden uyarlanmistir (6)).

CARMIL proteinleri CARMIL1, CARMIL2 ve CARMIL3 olmak iizere ii¢
ayr1 protein olarak tanimlanmistir. CARMIL1-3 farkli dokularda farkli miktarlarda
tiretilir. Bu proteinlerin hem ortiisen hem de farklik gdsteren gorevleri bulunmaktadir.
CARMIL proteinlerinin CP’nin etkinligini diizenledigi bilinmektedir (6). CARMIL
proteinlerinin gesitli 6zellesmelerle birlikte viicuttaki neredeyse biitiin dokularda az
ya da cok ifade edilmekte oldugu ve meme dokusunda da goriildiigii Insan Protein

Atlas internet sitesi tizerinden belirlenmistir (58).
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CARMIL proteinleri ile IL-1’in iliskisini gosteren bir ¢alismada CARMIL1’in
ortadan kaldirtlmasinin IL-1 kaynakli ERK aktivasyonunu ve MMP3 ifadesini
azalttig1 gosterilmis ve CARMIL1’in 16sinden zengin tekrarli (Luicine Rich Repeat,
LRR) bolgesinin IL-1 sinyal proteinleri ile iligskisi belirlenmistir (59). Bir bagska
calismada ise, CP ve CARMIL etkilesiminin myotrophin(V1) proteinini serbest
birakarak NF-xf yolagi uyarimina yol agtigi gosterilmistir(60). Son olarak fare timor
modelleriyle yapilan bir ¢alismada CARMIL3 proteini susturuldugunda metastazin

anlamli diizeyde azaldig1 gosterilmistir (61).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi igin gerekli deneylerin tamami Hacettepe Universitesi

Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji Ana Bilim Dalinda gergeklestirilmistir.
3.1. Kullanilan Malzemeler

Fibronektin (Merc,Almanya), Matrigel™(Corning, Bilesik Krallik), indium
kalay oksit (ITO) cam, Sigir Serum Albumini (Bovine Serum Albumin, BSA,
Fermentas, Litvanya), formaldehit, Triton X-100, preperat kapatma ¢6zeltisi (Abcam,
Bilesik Krallik), rekombinant insan IL-1B proteini(invivogen,ABD), Lam, Lamel
(IsoLab, Almanya), penisilin (10.000 U/mL)/streptomisin (10 mg/mL) ¢o6zeltisi
(Biological Industries, Israil), 4',6-diamidino-2-fenilindiol dihidroklorit (DAPI), keci
kokenli anti-fare AlexaFluor-555 isaretli sekonder antikor, fare kokenli anti-insan
CARMIL1-3, Vinkiilin ve Vimentin primer antikorlari, AlexaFluor-488 isaretli
falloidin (Thermo Scientific, ABD), immersiyon yagi (Sigma-Aldrich, ABD), yiiksek
glukozlu Dulbecco Modifiye Kiiltiir Ortam1 (Dulbecco's Modified Eagle Medium,
DMEM), Fetal Sigir Serumu (fetal bovine serum, FBS) (Biowest, Fransa;
Biochrome, Almanya), Fosfat Tamponlu Salin (PBS) tozu (Advansta, ABD), dimetil
stilfoksit (DMSO) (Thermo Fisher, ABD), 10x Tripsin (%0.5) — (%0.2) EDTA, L-
glutamin (Biological Industries,israil; Biowest, ABD), ezNA Total RNA izolasyon
kiti (Omega, ABD), RNA temizleme ve konsantrasyon kiti (Zymo Research, ABD),
2-merkaptoetanol, kolonlar, Yikama Tamponu I-1I, Oligo(dT), cDNA Tamponu,
cDNA ters-transkripsiyon enzimi (New England BioLabs, ABD), SsoAdvanced TM
Universal SYBR® Green Supermix c¢ozeltisi (BioRad, ABD), dH-O, Etanol %96
(AppliChem, Almanya), Primerler ( Sentegen, Tiirkiye), T25 ve T75 hiicre kiiltiirii
flasklari, 24 kuyucuklu kiiltiir plakalari, serolojik pipetler (5, 10, 25 mL), santrifijj
tiipleri ve diger plastik laboratuvar gerecleri (Orange Scientific, Belgika; Sarstedt,

Almanya; Nest, Cin).
3.2. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Dulbecco Modifiye Kiiltiir Ortama (DMEM) besiyeri: L-glutamin (1 mM)
iceren yiiksek glukoz DMEM besiyeri son konsantrasyonu %10 olacak sekilde 1siyla
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inaktive edilmis (56 C, 20 dakika) FBS ve son konsantrasyonu %1 olacak sekilde
penisilin/streptomisin eklenerek tam DMEM besiyeri hazirlanir. Besiyeri 2-8 C' de

saklanir ve raf omri 4 haftadir.

Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate-buffered saline, PBS) ¢ozeltisi (1x): Tek
kullanimlik toz formunda temin edilen ve 150 mM sodyum kloriir ile 10 mM sodyum
fosfat iceren karisim, 500 mL distile suda (dH20) ¢oziilerek, 7.2 pH degerinde 1x
PBS c¢ozeltisi elde edilir. Cozelti otoklavlanarak sterilize edilir. 2-8 C sicaklikta 2 yil

saklanabilir.

Sigir serum albumini %1 (Bovine Serum Albumin, BSA): Liyofilize toz BSA,
distile su ile %1 (g/mL) konsantrasyonda ¢oziiliir. 2-8 C sicaklikta, 1siktan korunarak

6 ay saklanabilir.
3.3. Hiicre Kiiltiirii

Deneyler i¢in meme kanseri hiicre hatlarindan MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri kullanilmigtir. Aderan 6zellikte olan bu hiicrelerden MCF-7, epitel hiicre
karakterine sahip ve luminal A tipindedir. MDA-MB-231 hiicreleri de aderan

hiicrelerdir ancak mezenkimal karakterli ve liclii negatif meme kanseri tiiriindendir.
3.3.1. Hiicrelerin Sivi Azot Stogundan Coziilmesi

S1v1 azot tanklarinda (-196 C sicaklikta) kriyojenik tiiplerde saklanan hiicreler
azot tankindan alinarak 37 °C 'de su banyosunda buz kristalleri eritildikten sonra tam
besiyeri igerisinde 15 mL’lik tiipe alinir. DMSO’nun uzaklastirilmast i¢in 1800
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra laminer kabinde siipernatant uzaklastirilir
ve pelet kism1 8 mL tam DMEM besiyeri igerisinde siispanse edilir. Hiicreler T25
kiiltiir kabina aktarilarak inkiibatore (37 C, %5 CO,) yerlestirilir.

3.3.2. Hiicre Pasajlama

Inkiibatér igerisinde %5 CO2 diizeyi ve 37 °C sicaklikta biiyiitiilen hiicreler
%80 yogunluga ulastiginda pasaj islemleri gerceklestirilir. islem hiicrelerin iginde
bulundugu besiyerinin ¢ekilmesi ile baslar, daha sonra besiyeri ve FBS

kalintilarindan tamamen kurtulmak adina hiicreler PBS ile yikanir. Hiicrelerin
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tizerine 200-400 uL tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenir. Enzimin etki edebilmesi igin
hiicreler 2 dakika, 37 °C 'de inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra, enzim reaksiyonunu
durdurmak adma %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin igeren, dénceden 1sitilmis, 10
mL tam DMEM besiyeri kiiltiir kabina eklenir. Hiicrelerin 9 mL’si (9/10) deney
kurulumunda ve hiicre dondurma islemlerinde kullanilabilir veya atilir. Kalan
hiicreler (1/10) hacim 6-12 mL olacak sekilde, besiyeri kullanilarak tamamlanir ve

hiicreler inkiibatorde biiylimeye birakilir.
3.3.3. Hiicre sayimi

Hiicreler Fuchs-Rosenthal hemositometri (Hausser Scientific, ABD) aparati
araciligryla mikroskop altinda sayilir. 1 mm?’lik hacme sahip oldugu bilinen 16
kiigiik-1 biiyiik- kareden olusan bolmelerden olusan kisimlarda en az 2 tane segilerek
hiicre sayilir ve ortalamasi alimr. Daha sonra Imm? deki hiicre sayisina oranla,

istenen ya da var olan hiicre sayis1 bulunur.
3.4. Iimmiinfloresan Boyamalar
3.4.1. Kaplama

Son konsantrasyonlart sirasiyla 20 pg/mL ve 120 pg /mL olan Fibronektin
ve Matrigel™ kaplama soliisyonlar1 6nceden 1sitilmis serumsuz DMEM igerisinde
hazirlanir. 24 kuyucuklu hiicre plakalar1 tabanina ITO cam yerlestirilir. Her camin
tizerine 75 UL uygun kaplama soliisyonu camin tiim yiizeyini kaplayacak sekilde
eklenir. 24 kuyucuklu hiicre plakalar1 kaplamanin ger¢eklesebilmesi igin inkiibatdrde
37°C'de 4 saat beklemeye birakilir. Ardindan, kuyucuklarin tabanlar1 2 defa PBS ile
yikanarak kaplama protokolii tamamlanmis olur. Kaplanmis cam yiizeylerin iizerine
her kuyuya 50.000 /2 mL hiicre ekilerek (tam medya i¢inde), hiicreler %5 CO:

seviyesi ve 37°C ‘deki inkiibatorde 16 saat biiylimeye birakilir.
3.4.2. IL-1p uygulamasi

Kaplamanin ardindan hiicre ekiminden 16 saat sonra, hiicrelerin ekildigi

kuyucuklara 4 ng/mL (400 iinite) konsantrasyonda IL-1PB uygulamasi gergeklestirilir.
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IL-1B’nin etki etmesi i¢in hiicreler 48 saat %5 COz2 diizeyi ve 37°C ' deki inkiibatdrde

biiylimeye birakilir.
3.4.3. Hiicrelerin Fiksasyonu ve Permeabilizasyonu

IL-1p uygulamasindan 48 saat sonra inkiibatorden ¢ikarilan hiicrelerin
kiiltiir ortamu ¢ekilerek uzaklagtirilir. Cam kapl ylizeylerde biiylimiis olan hiicrelerin
tizerine fiksasyon (sabitleme) i¢in % 4 konsantrasyona sahip formaldehit ¢ozeltisi
yiizeyi kaplayacak sekilde uygulanir. Oda sicaklifinda yarim saat fiksatif igerisinde
bekleyen kuyulardaki hiicreler formaldehitten uzaklastirilir ve iki defa 5 dakikalik
inkiibasyonlarla PBS ile yikanir.

Sonrasinda % 0.1' lik 1xPBS igerisindeki Triton X-100 ¢ozeltisiyle 4
dakika permabilizasyon yapilir. Bekleme siiresinin sonunda permeabilize hale gelmis
olan hiicreler iki defa 5 dakikalik inkiibasyonlarla PBS ile yikanarak ¢ozeltiden

armdirilir.
3.4.4. Bloklama

Hiicrelerin iizerini kaplayacak sekilde % 1 konsantrasyonda 250 uL BSA
cozeltisi eklenir. Epitoplarin tamamen kapatilmasi igin bir saat beklenerek daha

sonra ornekler 2 defa 5 dakikalik inkiibasyonlarla PBS ile yikanir.
3.4.5. Antikor ile Baglanma ve DAPI, Falloidin Boyamalari

BSA ¢ozeltisi (%1) ile asagidaki tabloda belirtilen oranlarda seyreltilmis
100 uL primer antikorlar cam ylizeyi kaplayacak sekilde hiicrelere uygulanir ve 2
saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Inkiibasyonun ardindan PBS ile 2 defa 5
dakikalik inkiibasyonlarla yikama islemini takiben hiicreler 1siktan korunarak %1'lik
BSA igerisinde tabloda belirtilen oranlarda seyreltilmis sekonder antikorlar, DAPI ve
konjuge falloidin ile 2 saat muamele edilir. Son olarak hiicreler yine 2 defa 5

Dakikalik inkiibasyonlarla PBS ile yikanarak uygun hale getirilir.
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Klon | Uretici Izotip | Florokrom | Konake | Seyreltme
firma tiir oranlari
Anti- PA5- | Thermo IgG Tavsan | 1/400
CARMIL1 | 56044 | Fisher, ABD -
Anti- PA5- | Thermo IgG - Tavsan | 1/400
CARMIL2 | 98503 | Fisher, ABD
Anti- PA5- | Thermo IgG - Tavsan | 1/400
CARMIL3 | 71874 | Fisher, ABD
Anti- EPR3 | Abcam, lgG Tavsan 1/400
vimentin 776 | ingiltere -
Anti- EPRS8 | Abcam, lgG Tavsan 1/400
vinkiilin 185 | Ingiltere -
Falloidin ab176 | Abcam, - iFluor 488 | - 1/500
753 | ingiltere
Sekonder ab150 | Abcam, 19G Alexa Fluor | Kegi 1/1000
antikorlar; | 077 | ingiltere 488
DAPI ab285 | Abcam, - - - 1/1000
390 ingiltere

3.4.6. Kapatma ve Goriintiileme

Lamlara birer damla kapatma soliisyonu (mounting medium) damlatilir. 24

kuyucuklu hiicre plakalarinin zeminlerinde bulunan ve hiicrelerin iizerinde biiylimiis

oldugu ITO camlar bir cimbiz yardimiyla kuyularin igerisinden c¢ikarilarak, hiicreler

kapatma soliisyonunun iizerine gelecek sekilde lamlara yerlestirilir. Preparatin

kurumamasi adina kenarlar1 oje ile kaplanan ornekler, +4°Cde 1siktan korunacak

sekilde en az 2 ay saklanabilmektedir. Goriintiileme islemleri floresan mikroskop

(Olympus BX51, Japonya) ile 100x objektifte immersiyon yagi kullanilarak

gerceklestirilir. Goriintiilemeler sogutmali 5,0 mega piksel CCD renkli kamera

(DC50001, Euromex, Hollanda) ile alinir.
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3.4.7. Gorintii analizleri

Floresan mikroskobuyla 16 bitte 3 kanall1 olarak ¢ekilen goriintiilerdeki tek
tek diismis hiicreler, ImageJ yazilimi (NIH, ABD) kullanilarak analiz edilmistir.
DAPI i¢in mavi kanal (¢ekirdek boyamalari), aktin iskelet boyamalar1 i¢in yesil
kanal, diger proteinler i¢in ise kirmizi kanalda boyamalar yapilmistir. Buna uygun
olarak tiim goriintiiler 6nce kanallara ayrilmis ve uygun kanal secilmistir. Daha sonra
8-bit e ¢ekilmis ve arka plandaki kirliliklerden kurtulmak adina “Arka Plan
Kirliliklerinin Temizlenmesi (substract background)” fonksiyonu g¢alistirilmistir.
Ardindan segilen goriintiller “Birlestir (Merge)” fonksiyonu ile birlestirilerek
resimler morfoloji ve partikiil analizlerine uygun hale getirilmistir. Biitiin analizler
Horzum ve digerleri (2014) referans makalesindekine uygun olarak

gerceklestirilmistir (62). Her grupta en az 30 hiicrenin analizi ger¢eklestirilmistir.

Morfoloji analizleri

Morfolojik analizler Aktin hiicre iskelet boyamalar1 iizerinden yapildig: i¢in
goriintli tekrar kanallar1 ayrilmis ve yesil kanaldan tek tek diisen hiicreler segilerek
hiicrelerin alan ve c¢evre degerleri alinmistir. Ek olarak kutupsallik endeksinin
(polarizasyon)  hesaplanabilmesi  i¢in  uygulamada  bulunan  “Yonlilik
(Directionality)” fonksiyonu ¢alistirilmis ve elde edilen tablodaki degerler

kullanilarak asagidaki denklem yoluyla kutupsallik endeksi hesaplanmustir.

Polarizasyon = Uygunluk (Goodness of fit) x Miktar (Amount) (3.1)
[(180 — Yayilma (Dispersion) / 180)]

Ortalama Floresan Yogunlugu ve Membran Yigilma indeksi

Oncelikle mavi kanalda DAPI cekirdek bolgesi secilmistir. Kanallar
birlestirilerek secilen ¢ekirdek alani biitiin kanallardan silinmistir. Yesil kanal (aktin)
kullanilarak sitoplazma alanm1 ve membran alant gekil 3.1.°de gosterildigi
isaretlenmistir. Bu asamadan sonra biitiin analizlere ilgilenilen asil proteinlerin

bulundugu kirmiz1 kanalda devam edilmistir. Segilen alanlar i¢in ortalama floresan
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yogunluklart (OFY) ve alan degerleri programdan ¢ekilmistir. Bu degerler

kullanilarak asagidaki (3.2) formiiliine uygun olarak membran yigilma indeksi

hesaplanmustir.

A.

Sekil 3.1. Hiicre bolgelerinin se¢ilmesi temsili goriintiiler. A grafigi tek tek
analiz edilen bir hiicrenin birlestirilmis goriintiisiinii gosterirken, B grafigi bu
hiicrenin  sitoplazmik bolgesini ve C gOriintlisii ise membran bdlgesini
gostermektedir.

Membran = OFY Membran bolgesi [Alan membran bolgesi (32)

Yigilma Indeksi OFY sitoplazmik bslge /AlAN sitoplazmik bslge

Partikiil analizleri

Goriintiilerden elde edilen OFY degerlerine ek olarak, partikiil analizleri
yoluyla, protein odak sayisi degerleri de elde edilmistir. Partikiil analizleri ic¢in
Horzum ve digerleri(2014) referans makalesine uygun olarak goriintiilere asagidaki
islemler uygulanmistir(62). Kullanilan fonksiyonlar sirasiyla “Lokal Karsitlik
Arttinm1 (Enhance Local Contrast)”, “Arka Temizlenmesi (Exp)”, “Otomatik
Parlaklik-Karsitlik Diizenlemesi (Brightness Contrast = Auto)”, “Boyuta bagh
Gaussian Laplassian Filtrelemesi (Log3D)", Otomatik Esik Deger Belirlenmesi
(Treshold=Auto)" ve “Partikiil analizleri (Analyze Particals)” seklinde olup
fonksiyonlarin islevleri sekil iizerinde de gosterilmektedir (Sekil 3.2.). Partikiil
analizlerinden elde edilen sitoplazmik ve membran alanlarinda bulunan protein odak
sayilar1 hem gruplar arasi odak sayisi farklarini tespit etmek hem de daha once

anlatilan membran yi1gilma indeksi hesaplamalari i¢in kullanilmistir (3.2).
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Enhance Exp
Local Contrast

Brightness- Con rast = Auto

Treshold e Log3D
=Auto

Sekil 3.2. Partikiil analizleri ve analizlerin bir hiicre tizerinde fonksiyonlar
ile birlikte sematik gosterimi.

3.5. Gen ifadesi Analizleri
3.5.1. RNA izolasyonu

Maksimum RNA eldesi i¢in T25’lik flasklara kaplama protokolii sonrasi
10*1076 hiicre konsantrasyonunda, tam DMEM besiyeri icerisinde ekilen hiicreler
gece boyu 37C de inkiibasyona birakilmis daha sonra IL-1 muamelesi protokolii
uygulanmis ve 72 saatin sonunda tripsin-EDTA ile kaldirilmistir. Bu hiicreler 1800
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Hiicre peleti, %0.2 oraninda -merkapto-ethanol
eklenmesi ile taze hazirlanan, ornek basma 100 mL TRK tampon ¢ozeltisi
kullanilarak ¢oziilmiistiir. Coziilmemis hiicre kalmamasi adina, érneklere dondur-¢6z
protokolii i¢in 6rnekler -80 C’ye gece boyu inkiibasyona yapilmistir. Bu asamadan
sonra ornekler buz iizerinde calisilmistir. Ornekler maksimum diizeyde 2 dakika
santrifiijlenmis, silipernatant kismi es hacimde % 70 ethanol eklenerek RNA
izolasyon kolonlara yiiklenmistir. Kolonlar 10.000 g’de 1 dakika santrifiijlenerek
orneklerin kolona yliklenmesi saglanir. Ellisyon islemine kadar kolon alt haznesine
gecen s1vl her zaman atilir. Devaminda, kolonlar 250 pL. RNA yikama tamponu 1 ile

10.000xg" de 1 dakika santrifiijlenerek yikanir. Bu esnada 6rnek basmna 1,25 ul
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DNAase, 1 uL tampon c¢ozelti, 9 uL ddH20O igerecek sekilde DNAase ¢ozeltisi
hazirlanir. Ornek basma 11,25 uL DNAase ¢ozeltisi eklenerek, etki etmesi igin 90
dakika inkiibasyona birakilir. DNase [ enziminin ve pargalanan DNA' nin
kolonlardan uzaklastirilmasi i¢in kolonlara 250 uLL RNA yikama tamponu 1 yiiklenir
ve 2 dakika inkiibe edilen kolonlar 10.000xg"' de 1 dakika santrifiijlenerek yikanir.
Ardindan kolonlara 2 sefer 500 uL RNA yikama tamponu 2 ile 10.000xg' de 1
dakikalik santrifiijlerle yikama yapilir. Yiiksek etanol icerigine sahip RNA yikama
tamponu 2' nin buharlastirma yoluyla uzaklastirilmas: i¢in kolonlar herhangi bir
yiikleme yapilmadan maksimum g degerinde agizlari agik bir bicimde 2 dakika
santrifiijlenir. Son olarak eliisyon asamasi i¢in kolonlarin iist kismi1 6rnek toplama
tiplerine (1.5 mL' lik tiipler) yerlestirilir, 30 uL ddH2O eklenerek 1 dakika
beklemeye birakilir. Ardindan maksimum g degerinde 2 dakika santrifiijlenerek
RNA’nin 1,5 mL tiipe gegmesi saglanir. RNA molekiillerinin kolondan ayrilmasiyla
birlikte stabilitelerinin azalmasi nedeniyle kalan asamalara buz {izerinde devam
edilir. RNA oOrnekleri nanodrop cihazi kullanilarak saflik ve miktar tayinleri
yapildiktan sonra -80C dolabimna kaldirilir. RNA i¢in absorbans degeri 280 nm
oldugu i¢in, protein kontaminasyonunu tespit etmeye yarayan 260/280 oraninin >2,
fenol vb. kimyasal kontaminasyonlar1 tespit etmeye yarayan 260/230 oraninin ise
>1.7 olmasma dikkat edilmistir. Biitiin protokol EzZNA total RNA izolasyon kitine

uygun olarak uygulanmaistir.
3.5.2. cDNA Sentezi

Izolasyonu yapilan minimum 80 ng / uL konsantrasyondaki RNA
orneklerinin mRNA igeriginden komplementer DNA (cDNA) sentezi ProtoScript I
First Strand cDNA Sentez Kiti (New England BioLabs, ABD) kullanilarak buz
lizerinde gergeklestirilmistir. Oncelikle miktar dlciimlerine gére uygun RNA hacmi,
ddH20 kullanilarak 6 ulL’ye tamamlanir. 2 ulL‘de oligo d(T) eklenerek PZR
(Polimeraz zincir reaksiyonu) cihazina (Thermal Cycler, Thermo Scientific, ABD)
yerlestirildi. 65C’de 5 dakika uygulanan protokol ile oligo d(T)’lerin baglanmasi
saglanir. Ardindan, cihazdan alinan RNA Orneklerine, 6rnek basina 10X reverse
transkriptaz enzim karistmindan (MMuLV Reverse Transkriptaz ve RNaz

Inhibitériinii) 2 ul, 2x tampon ¢dzeltisinden 10 uL eklenerek tekrar Termocycler
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cihazina konulmustur. cDNA doniisiimiiniin gerceklesmesi adina 42°C’de 1 saat
inkiibe edilir. Sonrasinda 80°C’de 5 dakika inkiibe edilerek enzim inaktivasyonu
saglanir. Boylelikle iki asamali bir protokol uygulanir. Son olarak elde edilen cDNA

ornekleri saklanmak {izere -20 'C’ye kaldirilir.
3.5.3. gRT-PCR Analizleri

Gen ifadesinin incelenmesinde kullanilan primer ¢iftleri dizilerine iliskin
bilgiler tabloda paylasilmistir. Tiim primer ¢iftlerden en az bir tanesi, ilgili genin
ekzon-ekzon birlesme bolgesine baglanmaktadir. GAPDH gen ekspresyon diizeyi
house-keeping gen olarak kullanilmistir. PCR deneyleri qRT-PCR reaksiyonlari
LightCycler-DNA Master SYBR Green 1 real-time PCR Kkiti (RocheDiagnostics)
kullanilarak Rotor-Gene 6000 TM cycler (Corbett Research,Avustralya) cihazinda
gerceklestirilmistir. PCR igeriklikleri ve sicakliklari asagida verildigi gibidir.

Tablo 3.2. PCR igerikleri (Ornek bagina)

PCR igerikleri Miktar Derisim
SYBR Green Supermix ¢ozeltisi SuL 1X
Forward Primer luL 0,5 uM
Reverse Primer luL 0,5 uM
cDNA luL

ddH20 1uL

Toplam 10 uL

Tablo 3.3. PCR asamalar1 ve siireleri

PCR faz1 PCR sicakliklari; Siire
Polimeraz Aktivasyonu/DNA Denatiirasyonu 95°C 3dk
Denatiirasyon 35-40 dongii 95°C 15 sn
Baglanma 63°C 30 sn
Uzama 72°C 20 sn
Melting-curve analizi 55-95°(0.5°C artig) | 5 sn/adim
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Elde edilen sonuglar -AACT hesaplanmasi yoluyla analiz edilir. Bu yontemle

sonuglar referans gene gore normalize edildikten sonra kontrol durumuna ifade

farkina bakilir. -AACT su formiil ile hesaplanir;

-AACT= (CThouse-keepeing gen 'CThedef gen)'( CThouse-keepeing gen-kontrol 'CThedef gen-kontrol) (33)

Tablo 3.4. gRT-PCR deneylerinde kullanilan primerlerin 6zellikleri.

Gen Forward Primer Reverse Primer Uriin Genbank no.
Uzunlugu

E-kaderin CCCTCGACACC | CAGAAACGGAG | 192 NM_ 00131718
CGATTCAAA GCCTGATGG 5.2

Klaudin CCCAGTCAATG | CAAAGTAGGGC |90 NM_021101.5
CCAGGTACG ACCTCCCAG

Vinkilin CTCGTCCGGGT | AGTAAGGGTCT | 142 NM_014000.3
TGGAAAAGAG | GACTGAAGCAT

CARMIL1 | CTTGATTCATG | TGGATTTAGGG | 353 XM 04741899
CCAGCACCG GTCATCATACA 9.1

GG

CARMIL2 | GGAGATTCAGT | CCTCAAGGCTC | 172 XM _ 04743364
GGGACGTGG AGCTTCATGT 5.1

CARMIL3 | AGCTGCCCACT | GAGTCCGGGGG | 210 XM_04743189
CATGGTTAC TAGCTAGAA 51

Snail AAGATGCACAT | CAAAAACCCAC | 573 NM_005985.4
CCGAAGCCA GCAGACAGG

ZEB1 GCACAACCAAG | GCCTGGTTCAG | 141 XM _04742569
TGCAGAAGA GAGAAGATG 6.1

Twist GGCTCACCTAC | CTAGTGGGACG |65 NM_000474.4
GCCTTCTC CGGACAT

Vimentin AGATGGCCCTT | TGGAAGAGGCA | 80 NM_003380.5
GACATTGAG GAGAAATCC

B-aktin CTGGAACGGTG | AAGGGACTTCC | 139 NM_001101.5
AAGGTGACA TGAACAATGCA

GAPDH CCTCAAGATCA | GGTCATGAGTC | 100 NM_ 00135794
TCAGCAATGCC | CTTCCACGA 3.2
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3.6. istatistiksel Yontem

Bu c¢alismada elde edilen veriler normal dagilim durumlarima bakilarak
Graphpad Prism v8 yaziliminda istatistiksel testlere tabi tutuldu. iki gruplu normal
dagilan veriler i¢in t test kullanilirken, normal dagilmayan veriler Mann-Whitney U
testi kullanilarak analiz edildi. Ikiden fazla gruplu karsilastirmalar i¢in ise normal
dagilim durumlarinda ANOVA, normal dagilimin gézlemlenmedigi durumlarda ise
Kruskal-Wallis testleri uygulandi. Korelasyon analizleri normal dagilmayan
degiskenlerde Spearman, normal dagilim durumunda ise Pearson korelasyon

analizleri ile gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh yiizeylerin MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri iizerindeki
etkisi

Mezenkimal karakterli ticlii negatif tiirde bir meme kanseri hiicre hatt1 olan
MDA-MB-231 fibronektin veya Matrigel™ kapli cam yiizeylerde yetistirilmistir.
Kaplama islemlerinin amacit timor mikrogevresinde baslica bulunan ECM
bilesenlerini taklit etmek idi. Fibronektin hiicre adezyonunu en giiglii uyaran ECM
elemanlarindan biridir. Matrigel™ ise Engelbreth-Holm-Swarm fare tiimor hiicre
hattindan salinan ECM bilesenlerinin konsantre edilmis halidir ve tip 4 kolajen,
laminin, entaktin, perlekan, heperan siitfat proteoglikan) barindirir (32, 63).
Mezenkimal karakteri incelemek tizere hiicre iskelet bilesenleri aktin, vinkiilin,
vimentin, CARMIL1, CARMIL2 ve CARMIL3 immiinfloresan ile incelenmistir.
Vinkiilin bir fokal adezyon araci proteini, vimentin bir mezenkimal hiicre belirteci,

CARMIL proteinleri ise birer aktin hiicre iskelet diizenleyicisidir (36).

4.1.1. MDA-MB-231 hiicrelerinin farkh yiizeylerde morfoloji

degisimleri

Aktin hiicre iskeletine gore hiicrelerin kaplanmamis yiizeyde, Matrigel kaph
ve fibronektin kapli yiizeylerde alan ve polarizasyon (kutupsallik indeksi)
degerlerindeki degisimler analiz edilmistir. Hiicre alan biiyiikliikleri ortalamalari
kapli olmayan yiizeylerde(kontrol), Matrigel ve fibronektin kapl yiizeylerde sirasiyla
703,81 + 27,19 um?; 1221,29 + 38,78 um? ve1347,61 + 55,26 um? seklindedir (Sekil
4.1. A). Polarizasyon degerleri ise kontrol yiizeyde 0,37 + 0,014; Matrigel i¢in 0,38 +
0,01 ve fibronektin kapl yiizeylerde 0,36 + 0,04 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1. B).
Hem Matrigel hem de fibronektin kaplamalarinin, hiicre alanlarin1 anlamli diizeyde
arttirdigl, polarizasyon diizeylerinde ise anlamli bu degisime sebep olmadigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Kontrol(kaplanmamis), Matrigel ve fibronektin kapli yiizeylerde
yetigtirilen =~ MDA-MB-231  hiicrelerinin  morfoloji ~ degisimleri.  Sonuglar
immiinfloresan ydnteme gore analiz edilmistir. Immiinfloresan boyamasinda hiicre
cekirdegi (DAPI, mavi) ve aktin iskelet (falloidin, yesil) isaretlendi. A grafigi hiicre
alanini, B grafigi polarizasyon degerlerini ve C grafigi temsili goriintiileri
gostermektedir. Olgek ¢ubugu 30 pm’dir. (* p < 0,05, ** <0,01)

4.1.2. Farkh yiizeylerdeki hiicrelerde vimentin diizeyleri ve hiicresel

dagilim

Mezenkimal bir belirte¢ olan vimentin protein diizeyleri ortalama floresan
yogunluklarina (OFY) gore belirlenmistir. Vimentin OFY degerleri kontrol yiizeyde
30,63 + 2,12; Matrigel kaph yiizeyde 33,96 + 1,79 ve fibronektinde kapli yiizeyde
33,14 + 3,03 olarak belirlendi (Sekil 4.2.A). Farkli yiizeylerde yetisen hiicrelerin
vimentin diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Sitoplazmik
ve membran bolgeleri segilerek OFY degerlerinin alana normalizasyonu ile
hesaplanan membran yigilma indeksleri sirasiyla kontrol yilizeyde 0,77 + 0,03;
Matrigel yiizeyde 0,10 + 0,04 ve fibronektin yiizeyde 1,01 + 0,03 seklindedir (Sekil

4.2.B). Bu sonuglar gostermektedir ki; yiizeylerin Matrigel ve fibronektin kaplanmasi
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MDA-MB-231 hiicrelerinde vimentin proteininin membran bolgesine y1gilma oranini

istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicreleri, kontrol(kaplanmamis), Matrigel ve
fibronektin kapl yiizeylerde yetistirilmis ve hiicre ¢ekirdek boyamalart DAPI, aktin
iskelet boyamalar1 falloidin, ve vimentin boyamalar1 vimentin antikoru kullanilarak
yapilmistir. Sonuglar IF yOnteme gore analiz edilmistir. A grafigi Vimentin OFY
degerlerini, B grafigi vimentin membran yigilma indekslerini ve C grafigi temsili
goriintiileri gostermektedir. Olgek cubugu 30 pm’dir. (* p < 0,05, ** < 0,01)

4.1.3. Farkh yiizeylerde vinkiilin protein ifade diizeyi, fokal adezyon

degisimleri ve membrana yigillma farkhhklar:

Fokal adezyon (odaksal yapisma) yapilarinda aract bir protein olan vinkiilin
proteini ortalama floresan yogunluklari kontrol, Matrigel kapli ve fibronektin kapli
ylizeyler i¢in sirasiyla 14,02 + 1,45; 11,61 + 1,09 ve 17,74 + 1,50 olarak bulundu.
Sonug olarak vinkiilin protein ifadesinin Matrigel kaplamasi ile azaldigi fibronektin

kaplamasi ile ise arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.3.A.).

OFY degerlerine gore hesaplanan membran yigilma endeksleri ise kontrol
yiizeyde 1,05 + 0,04; Matrigel yiizeyde 1,18 + 0,05 ve fibronektin yiizeyde 1,32 +
0,06 seklindedir. Bu sonuglara gore, kontrol kosuluna gore Matrigel ve fibronektin
yiizeylerde vinkiilin proteininin membrana yigilma oranini da artmaktaydi. Kontrol

yiizeyler ve Matrigel kapli yiizeyde biiyiitillen hiicreler arasinda istatistiksel

anlamlilik 0,06 olarak hesapland1 (Sekil 4.3.B).
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Falloidin

Kontrol Matrigel Fibronektin

Sekil 4.3. Kontrol(kaplanmamig), Matrigel ve fibronektin kapl yiizeylerde
yetistirilen MDA-MB-231 hiicrelerinin vinkiilin diizey ve hiicresel dagilimi. Sonuglar
IF yonteme gore analiz edilmistir. Immiinfloresan boyamasinda hiicre g¢ekirdegi
(DAPI, mavi), aktin iskelet (falloidin, yesil) ve vinkiilin proteini (kirmiz1) isaretlendi.
A grafigi vinkilin OFY degerlerini, B grafigi vinkiilin membran y1gilma indekslerini
ve C grafigi temsili goriintiileri gdstermektedir. Olgek cubugu 30 pm’dir. (* p < 0,05,
**<0,01)

Partikiil analizleri yoluyla elde edilen vinkiilin odak sayilarinin (fokal
adezyon noktalar1) ve bu sayilarin alana normalizasyonu ile hesaplanan membran
yigilma endekslerinin yiizeylere gore degisimi incelenmistir. Odak sayilar1 kontrol
yiizeyde 18,12 + 1,59; Matrigel yilizeyde 28,36 + 2,03 ve fibronektin yiizeyde 64,56 +
4,40 seklindedir. Elde edilen verilere gore Matrigel kaplanmasi ve fibronektin

kaplamasi1 vinkiilin odak sayisini arttirtir (Sekil 4.4.A). En yiiksek oranda odaksal
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yapisma ise fibronektin yilizeyde izlendi. Vinkiilin proteinin odaklara gére membran
bolgesine yigilma indeksleri ise kontrol yiizeyde 0,78 + 0,05; Matrigel yiizeyde 0,90
+ 0,04 ve fibronektin yiizeyde 0,90 +0,04 seklindedir. Odaklarin membrana yigilma
diizeyleri, kaplama protokolleri ile artmakla birlikte istatistiksel anlamlilik

bulunmamustir (Sekil 4.4.B).
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Sekil 4.4. Kontrol(kaplanmamis), Matrigel ve fibronektin kapli yiizeylerde
yetistirilen MDA-MB-231 hiicrelerinin vinkiilin odak sayilar1 ve odaklarin hiicresel
dagilimi. Vinkiilin odaklar1 (beyaz renkli), immiinflorasan yontemle, partikiil
analizleri sonucu elde edilmistir. A grafigi vinkiilin odak sayisini, B grafigi vinkiilin
odaklarinin membran yigilma indekslerini ve C grafigi temsili goriintiileri
gostermektedir. Olgek ¢ubugu 30 pm’dir. (* p < 0,05, ** < 0,01)

4.1.4. Farkh yiizeylerde biiyiitillen MDA-MB-231 hiicrelerinde
CARMIL protein degisimleri

Immiinfloresan boyamalar sonucu elde edilen CARMIL1 OFY degerleri
kontrol, Matrigel ve fibronektin kapl yiizeylerde sirasiyla 20,65 + 1,44; 27,22 + 1,83;
21,10 + 1,54 (Sekil 4.5. A), CARMIL2 OFY degerleri sirasiyla 10,47 + 0,73; 8,15 +



0,85; 12,37 £ 0,95 (Sekil 4.5. B) ve CARMIL3 OFY degerleri sirasiyla 35,10 + 2,53;
18,40 +1,33 ve 22,48 + 1,81 (Sekil 4.5. C) seklindedir.
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Sekil 4.5. Kontrol(kaplanmamig), Matrigel ve fibronektin kapl yiizeylerde
yetistirilen MDA-MB-231 hiicrelerinin CARMIL diizey ve hiicresel dagilimi.
Sonuglar IF yonteme gore analiz edilmistir. Immiinfloresan boyamasinda CARMIL
proteinleri (kirmizi) isaretlendi.A grafi§i CARMIL1 OFY degerlerini, B grafigi
CARMIL2 OFY degerlerini ve C grafigi CARMIL3 OFY degerlerini ve D grafigi
temsili goriintiileri gdstermektedir. Olgek cubugu 30 um’dir. (* p < 0,05, ** < 0,01)

CARMIL proteinleri arasinda kontrol durumlarina gére en ¢gok CARMILS,
orta diizeyde CARMIL1 ve en az CARMIL2 ifadesi goriilmiistiir. Yilizey kaplama
islemi ile birlikte CARMIL3 diizeyi belirgin bir diislis gostermistir (Sekil 4.5.C).
Buna ek olarak, fibronektin kaph yiizeyde Matrigel kapl yiizeye oranla bir miktar
artis olmakla birlikte bu artis istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmamistir.
CARMILI ifade diizeyi ise Matrigel kapl ylizeyde artmig ancak fibronektin kapli
yiizeyde kontrol durumuna benzer seyretmistir (Sekil 4.5.A). En az ifadesi olan
CARMIL2 ise Matrigel iizerinde biyiitilen hiicrelerde azalirken, fibronektinde

kontrole oranla anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir (Sekil 4.5.B).

OFY kullanilarak hesaplanan membran y1gi1lma indeksi ortalama degerleri ise
CARMIL1’de kontrol yiizeyde 0,95 + 0,06; Matrigel yilizeyde 0,96 + 0,06 ve
fibronektin yiizeyde i¢in 0,75 + 0,04 seklinde, CARMIL2’de kontrol yilizeyde 1,15 +
0,03; Matrigel yiizeyde 1,25 + 0,04 ve fibronektin i¢in 1,21 + 0,04 seklinde ve son
olarak CARMIL3’te kontrol yiizeyde 1,06 + 0,04; Matrigel yiizeyde 1,31 + 0,05 ve
fibronektin yiizeyde 1,10 + 0,03 olarak belirlendi (Sekil 4.6.A,B,C).CARMIL3
proteinin Matrigel kapl yiizeyde anlamli oranda membrana daha ¢ok yi1gilma
gostermistir. Fibronektin kapli yiizeyde ise bir farklilik izlenmedi. CARMIL1,
Matrigel kapli yiizeyde bir farklilik goriilmezken fibronektin kapl yiizeyde ise
azalma gozlenmistir. CARMIL2 diizeylerinde kaplamaya bagli anlamli higbir
degisiklik belirlenmemistir.
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Sekil 4.6. MDA-MB-231 hiicreleri, kontrol(kaplanmamisg), Matrigel ve
fibronektin kapl yiizeylerde yetistirilmis ve hiicre ¢ekirdek boyamalart DAPI, aktin
iskelet boyamalar1 falloidin ve vinkiilin boyamalart CARMIL antikorlart kullanilarak
yapilmistir. Sonuglar IF yonteme gore analiz edilmistir. A grafigi CARMIL1
membran yigilma indeks degerlerini (OFY’ye gore), B grafigi CARMIL2 membran
yigilma indekslerini (OFY’ye gore) ve C grafigi CARMIL3 membran y1gilma indeks
degerlerini (OFY’ye gore) ve D grafigi temsili goriintiileri gdstermektedir. Olgek
cubugu 30 pum’dir. (* p < 0,05, ** <0,01)

4.1.5. Farkh yiizeylerde CARMIL protein odak sayilari

Partikiil analizleri ile elde edilen CARMIL1 odak sayilar1 ortalamalari
kontrol kosulunda 33,84 + 3,79, Matrigel kaph ylizeyde 82,78 +£5,80 ve fibronektin
kapli yiizeyde 103,65 + 7,66 iken, CARMIL2 odak sayisi ortalamalari kontrol
yiizeyde 26,5 + 2,15, Matrigel’de yiizeyde 30,76 + 3,15 ve fibronektinde 31,24 + 2,28
olmus ve CARMIL3 odak sayr ortalamalar1 kontrol yiizeyde 21,31 + 3,59,
Matrigel’de 45,78+3,89, ve fibronektinde 31,51 + 2,55 olmustur. Kaplanmis
ylizeylerdeki odak sayilar1 arasinda CARMIL2 ve 3 arasinda biiyiik farklar
bulunmamaktadir. Ancak CARMIL1 odak sayis1 kaplama protokollerinin
uygulanmasi ile birlikte belirgin bir artis gostermektedir. CARMIL2 odak sayisinda
ise ylizeye baglh anlamli farkliliklar gézlenmemistir. Son olarak CARMIL3 odak
sayis1 Matrigel kapli yiizeyde en ¢ok artmakla birlikte fibronektin kapli yiizeyde de
kontrole gore istatistiksel anlamli bir artis gorilmistiir (Sekil 4.6 A-B-C).

Odak sayilar1 kullanilarak hesaplanan membran yigilma indeksi; CARMIL1
kontrol kosulunda 1,40 + 0,08, Matrigel yiizeyde 1,41 + 0,077, fibronektin yiizeyde
1,73 £ 0,25 olurken CARMIL2 hesaplanan membran yigilma indeksleri kontrol
kosulunda 0,62 + 0,04, Matrigel kaplh yiizeyde 0,63 + 0,039 ve fibronektin kapl
yiizeyde 0,70 + 0,042 olmustur. Ve son olarak CARMIL3 membran yigilma indeks
degerleri kontrol, Matrigel kapli ve fibronektin kapli yiizeylerde sirasiyla 1,07 + 0,07,
0,93 = 0.04 ve 0,82 + 0,05 olarak gozlenmistir. Her {i¢ protein i¢in de membran
yigilmalarinda yiizeye baglh cesitli artiglar goriilmekle birlikte bu farkliliklar icinde
istatistiksel anlamlilik sadece fibronektin kapli yilizeydeki hiicrelerin CARMIL3 odak
sayist ile kontrol arasinda vardir. (Sekil 4.7 E-F-G).
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Sekil 4.7. Kontrol(kaplanmamig), Matrigel ve fibronektin kapli yiizeylerde
yetistirilen MDA-MB-231 hiicrelerinin CARMIL odak sayilar1 ve odaklarin hiicresel
dagilimi. CARMIL odaklar1 (beyaz renkli), immiinflorasan ydntemle, partikiil
analizleri sonucu elde edilmistir. A grafigi CARMIL1 odak sayis1 degerlerini, B
grafigi CARMIL2 sayis1 degerlerini ve C grafigi CARMIL3 odak sayis1 degerlerini,
D grafigi temsili goriintiileri, E grafigi CARMIL1 odaklarinin membran yigilma
indeks degerlerini , F grafigi CARMIL2 odaklarinin membran yi1gilma indekslerini ve
G grafigi CARMIL3 odaklarimin membran yigilma indeks degerlerini géstermektedir.
Olgek gubugu 30 pm’dir. (* p < 0,05, ** <0,01)

4.2. Matrigel kaph yiizeylerde IL-1$’nin MCF-7 ve MDA-MB-231

hiicrelerinin iskelet dinamiklerine etkisi

Epitelyal karakterli liminal A tipinde MCF-7 ve mezenkimal karakterli ti¢li
negatif tipte MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 Matrigel kapli yiizeylerde
yetistirilmis ve IL-1p kullanilarak epitelyal-mezenkimal doniisiime tegvik edilmistir.
Daha sonra bu hiicrelerde immiin floresan boyama yontemiyle degisen iskelet
dinamikleri incelenmistir. CARMIL proteinleri arasinda en ¢ok ifade edildigini tespit

ettigimiz CARMILS3 proteinine odaklanilmistir.
4.2.1. IL-1p’ya bagh hiicre morfoloji degisimleri

Morfolojik degisimleri incelemek amaciyla yapilan aktin iskelet
boyamalarmin sonuglari, IL-1B’ya bagli EMT durumu hiicre alan ve polarizasyon

degiskenlerindeki farkliliklara bagli olarak incelenmistir.

MCF-7 hiicrelerinin kapli olmayan cam yiizeylerde IL-18 uygulanmamis ve
uygulanmis durumlardaki alan degerleri sirasiyla 1078,53+146,2 pm? ve
2849,36+356,48 um? olarak bulundu. Matrigel kapli yiizeyde ise hiicrelerin alani,
kontrol kosulda 1078,53+146,20 um? ve IL-1B varhginda 1844,17+189,853 um? idi.
Polarizasyon diizeyleri ise, kontrol kosulunda 0,18+0,03; IL-1B uygulanmis ve
kaplanamamis yiizeyde 0,26+0,02; Matrigel kapli ve IL-1p uygulanmamis kosulda
0,29511+0,0516; ve Matrigel kapli ve IL-1B uygulanmis kosulda ise 0,28+0,02
seklindedir. Bu sonuglara gore IL-1B’nin MCF-7 hiicre alanin1 kaplamadan bagimsiz
olarak arttirdigi goriilmiistiir. Polarizasyon diizeylerindeki degisimler ise anlamli

diizeyde degildir.
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MDA-MB-231 hiicrelerinde ise alan degerleri kontrol kosulunda
629,28+27,69 um?, IL-1B uygulanmis ve kaplanmamis yiizeyde 710,75+26,57 pm?,
Matrigel kapli ve IL-1B uygulanmamis kosulda 1023,34+56,56 um? ve Matrigel kapli
ve IL-1pB uygulanmis kosulda 821,726+24,991 um? olmustur. Polarizasyon degerleri
ise kontrol kosulda 0,30+0,02, IL-1B uygulanmis durumda 0,33+0,02, Matrigel kapli
yiizeyde 0,41+0,02 ve Matrigel kapli ve IL-1p uygulanmis kosulda 0,38+0,01 olarak

belirlenmistir.
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Kontrol IL-1p Matrigel Matrigel ve IL-1p

Sekil 4.8. Kaplanmamis veya Matrigel kapl yiizeylerde yetistirilen ve IL-1p ile
uyarilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin morfoloji degisimleri. Sonuglar
immiinfloresan yonteme gore analiz edilmistir. Immiinfloresan boyamasinda hiicre
cekirdegi (DAPIL mavi) ve aktin iskelet (falloidin, yesil) isaretlenmistir. A grafigi
MCF-7 hiicresinin alan degerlerini, B grafigi polarizasyon degerlerini ve C grafigi
MDA-MB-231 hiicresinin alan degerlerini, D grafigi polarizasyon degerlerini ve E
grafigi MCF-7 hiicrelerinin, F grafigi ise MDA-MB-231 hiicrelerinin temsili
goriintiileri gdstermektedir. Olgek cubugu 30 pm’dir. (* p < 0,05, ** < 0,01)

Kaplanmamis yiizeylerde IL-1B anlamli alan degisimine sebep olmamus,
Matrigel kapli yiizeyde ise alan diizeyinde azalmaya sebep olmustur. Polarizasyon
diizeyinde de kosullar arasi anlamli degisimler gozlenmemistir. MDA-MB-231
hiicreleri halihazirda mezenkimal oldugu i¢in morfolojik 6zellikleri IL-1B ile biiylik

degisiklikler gostermemistir (Sekil 4.8).
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4.2.2. 1L-1p ile degisen vinkiilin protein ifadesi, fokal adezyon sayisi

ve hiicre ici dagilimi

Vinkiilin proteinlerinin ifadesi i¢in immiinfloresan boyamalar ile, IL-1B
uyarimi varhi§ina ve yokluguna bagli degisen OFY ve membran yigilma indeks

degerlerine gore analiz edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Matrigel kapli yiizeylerde yetisen MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin vinkiilin proteini OFY ve Membran yigilma indeksleri. (Ortalama + SE)

Kontrol 15,41+ 2,39
IL-1p 8,39 + 1,46
MCE-7 OFY Matrigel kaph 8,25+ 0,54
Vinkiilin Matrigel kapl ve IL-1B 9,95 + 0,82
Kontrol 12,81+ 0,63
MDA-MB-231 OFY IL-1p 7,04+0,33
Vinkiilin Matrigel kapli 7,97 £ 0,39
Matrigel kaph ve IL-1P 8,01+ 0,37
Kontrol 1,07+ 0,04
IL-1p 1,26 + 0,04
MCF-7 Matrigel kapli 1,05+ 0,05
Membran yigilma indeksi Matrigel kapli ve TL-10 1,06 + 0,03
Kontrol 0,90 + 0,02
MDA-MB-231 IL-1p 0,97 £0,02
Membran yigilma indeksi Matrigel kapli 0,99 + 0,02

Matrigpl kapli ve IL-1p 1,08 + 0,02
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Sekil 4.9. Kaplanmamis veya Matrigel kapl yiizeylerde yetistirilen ve IL-18 ile
uyarilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin vinkiilin diizey ve hiicresel dagilimi.
Sonuglar immiinfloresan ydnteme gore analiz edilmistir. immiinfloresan boyamasinda
hiicre ¢ekirdegi (DAPI, mavi), aktin iskelet (falloidin, yesil) ve vinkiilin (kirmizi)
isaretlenmistir. A grafigi MCF-7 hiicresinin vinkiilin OFY degerlerini, B grafigi
vinkiilin membran yigilma indeks degerlerini, C grafigi MDA-MB-231 vinkiilin OFY
degerlerini, D grafigi vinkiilin membran yigilma indeks degerlerini ve E grafigi
MCF-7 hicrelerinin, F grafigi ise MDA-MB-231 hicrelerinin temsili goriintiileri
gostermektedir. Olgek ¢ubugu 30 pm’dir. (* p < 0,05, ** <0,01)

Iki hiicre tipinde de Vvinkiilin OFY degerleri kaplanmamus yiizeylerde IL-1p ile
anlamli diizeyde azalmis, Matrigel kapl yiizeylerde ise IL-1B anlamli degisikliklere
sebep olmamistir. Vinkiilin proteinlerinin membran yigilma oranlar1 ise, MCF-7
hiicrelerinde kaplanmamis ylizeylerde IL-1p ile artmig, Matrigel kapl yiizeylerde ise
degismemistir. MDA-MB-231 hiicrelerindeyse vinkiilin proteininin membrana

yigilma diizeyinde IL-1 ile birlikte hafif diizeyde artislar goriilmustiir. (Sekil 4.9.)

IL-1B uyarimina bagl olarak degisen vinkiilin protein odak sayilari (fokal
adezyon noktalar1) yoniinden ve bu noktalarin se¢ilen membran alanlarina yigilma

oranlari yoniinden degerlendirilmistir. (Tablo 4.2)

Tablo 4.2. Matrigel kaph yiizeylerde yetisen MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin vinkiilin proteini odak sayis1 ve membran yigilma indeksleri (Ortalama +
SE)

Kontrol 20,26 + 2,19
MCE-7 IL-1P 48 20+ 7,99
Vinkiilin Matrigel kapli 26,76 + 2,69
Odak sayisi Matrigel kaBll ve IL-IE 37,16 £ 5,74
MDA-MB-231 Kontrol 11,04 £1,17
Vinkiilin IL-1B 8,75+0,91
Odak sayisi Matrigel kaplt 12,81+ 1,54

Matrigel kaEh ve IL-IE 18,83 £ 1,58
MCE-7 Kontrol 0,89 +0,08
Vinkiilin IL-1B 0,84 £ 0,06
Membran yigilma indeksi Matrigel kaplh 0,72 +0,05

Matrigel kaplh ve IL-1B 0,95+ 0,05
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Kontrol 0,76 + 0,05
MDA-MB-231 IL-1B 0,71+ 0,04
Vinkiilin Matrigel kapl 0,70+ 0,05
Membran yigilma indeksi Matrigel kapli ve IL-1 0,69+ 0,03

MCEF-7 hiicrelerinde odaksal yapisma durumu, yilizey Matrigel kapli olsun
ya da olmasin, artmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise, IL-1p’ya bagli anlamli
vinkiilin odak sayisi artis1 yalnizca Matrigel kapli yiizeylerde yetisen hiicrelerde
goriilmiis, kaplanmamis yilizeyde vinkiilin odak sayilarinda ise bir degisiklik

gozlenmemistir.

Vinkiilin proteinin odak sayisina bagli hesaplanan membran yigilma
indeksleri ise sadece MCF-7 hiicreleri Matrigel kapli yiizeylerde bulundugunda IL-13

ile artmis, diger kosullarda ise anlamli bir degisiklige rastlanmamustir (Sekil 4.10).
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Kontrol IL-1p Matrigel Matrigel ve IL-1p

Sekil 4.10. Kaplanmamis veya Matrigel kapl ylizeylerde yetistirilen ve IL-1f ile
uyarilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin vinkiilin odak sayilar1 ve odaklarin
hiicresel dagilimi. Vinkiilin odaklar1 (beyaz renkli), immiinflorasan yontemle, partikiil
analizleri sonucu elde edilmistir. A grafigi MCF-7, C grafigi MDA-MB-231
hiicrelerinin vinkiilin odak sayilarini, B grafigi MCF-7, D grafigi MDA-MB-231
hiicrelerinin vinkiilin odaklarinin membran yigilma indeks degerlerini ve E grafigi
MCF-7 hiicrelerinin, F grafigi ise MDA-MB-231 hiicrelerinin temsili goriintiileri
gostermektedir. Olgek ¢ubugu 30 pm’dir. (* p < 0,05, ** < 0,01)

4.2.3. IL-1p’mn CARMIL3 protein diizeyi, odak sayisi ve hiicresel

dagilim

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde CARMIL3 protein OFY ve OFY

degerlerine bagli membran y1gilma indeks degerleri tablo 4.3’te gosterildigi gibidir.

Tablo 4.3. Matrigel kaph yiizeylerde yetisen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
CARMIL protein OFY ve membran yigilma indeksleri (Ortalama + SE)

Kontrol 17,25+ 1,36
IL-1B 33,43+2,76
MCF-7 OFY Matrigel kapli 22,35+ 2,53
CARMIL3 Matrigel kapli ve IL-1 26,39+ 1,20
Kontrol 18,98 £ 0,75
MDA-MB-231 OFY IL-1B 20,48 + 1,07
CARMIL3 Matrigel kapl 22,41+ 2,39

Matrigel kapli ve IL-13 17,88 £0,79
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Kontrol 1,46 + 0,05
IL-1P 1,59 +0,26
MCF-7 Matrigel kaph 1,83 +0,43
Membran yigilma indeksi Matrigel kaph ve IL-1 1,21+ 0,04
Kontrol 0,98 + 0,03
IL-1P 0,87 + 0,03
MDA-MB-231 Matrigel kaph 1,12 £ 0,04
Membran yig1lma indeksi Matrigel kapli ve IL-1 0,77 + 0,07

CARMIL3 OFY diizeyi MCF-7 hiicrelerinde kaplanmamis ylizeyde yetisen
hiicrelerde istatistiksel anlamlilik diizeyinde artarken, Matrigel kapli yiizeyde yetisen
hiicrelerde de artig trendi gostermis ancak bu artis istatistiksel anlamlilik seviyesine
erisememigstir. Aksine MDA- MB231 hiicrelerindeyse kaplanmamis yilizeyde IL-1B3
belirgin bir CARMIL3 OFY degisimine sebep olmamis, Matrigel kapli yiizeyde ise
OFY diizeyini azaltmistir. CARMIL3 proteinin membran bolgesine y1ilma orani ise
kaplanmamis yilizeyde yetisen MCF-7 hiicreleri disindaki tiim kosullarda IL-1 ile
azalmigtir (Sekil 4.11.).
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Falloidin
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F.
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Sekil 4.11. Kaplanmamis veya Matrigel kapl yiizeylerde yetistirilen ve IL-1f ile
uyarilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin CARMIL diizey ve hiicresel dagilimi.
Sonuglar immiinfloresan ydnteme gore analiz edilmistir. immiinfloresan boyamasinda
hiicre ¢ekirdegi (DAPIL, mavi), aktin iskelet (falloidin, yesil) ve CARMIL (kirmiz1)
isaretlenmistir. A grafigi MCF-7 hiicresinin CARMIL3 OFY degerlerini, B grafigi
hiicresinin CARMIL3 membran yigilma indeks degerlerini, C grafigi MDA-MB-231
hiicresinin CARMIL3 OFY degerlerini, D grafigi hiicresinin CARMIL3 membran
yigilma indeks degerlerini ve E grafigi temsili goriintiileri gdstermektedir. Olgek
cubugu 30 pm’dir. (* p < 0,05, ** <0,01)

Vinkiilin boyamalar1 ve partikiill analizlerine ek olarak, iskelet
dinamiklerinin incelenebilmesi adina bir de CARMIL3 proteini i¢in partikiil analizleri
yapilmistir. Yapilan analizler sonucu elde edilen IL-1p eklenmesiyle olusan, odak
sayis1 ve odak sayisina bagli membran yigilma oran ortalamalar1 ve hata oranlari

tabloda verilmistir.
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Tablo 4.4. Matrigel kaph yiizeylerde yetisen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
CARMIL protein Odak sayilar1 ve Membran yigilma indeksleri (Ortalama + SE)

MCE-7 Kontrol 21,10+ 3,19
Odak sayisi IL-1B 107,23 + 20,33
CARMIL3 Matrigel kapl 73,55+ 19,87
Matrigel kth ve IL-IE 129,17 + 13,99
MDA-MB-231 Kontrol 30,62 + 2,26
Odak sayis1 IL-1B 25,29 + 3,01
CARMIL3 Matrigel kapli 69,97 + 18,90
Matrigel kth ve IL-IE 18,69 +£ 1,29
Kontrol 0,64 +£0,06
IL-1P 1,10+ 0,20
MCE-7 Matrigel kaph 1,29+0,33
Membran Xlgllma indeksi Matrigel kth ve IL-IE 0,73+0,02
Kontrol 0,64 +£0,03
IL-1B 0,61+ 0,04
MDA-MB-231 Matrigel kapl 0,70+ 0,05
Membran yi181lma indeksi Matrigel kapli ve IL-1 0,70 £ 0,03

CARMIL3 protein odak sayilar1 MCF-7 hiicrelerinde kaplanmamis yiizeyde
daha belirgin olmakla birlikte, Matrigel kapli yiizeylerde de IL-1B ile artmustir.
Kontrol kosulunda Matrigel kapli yiizeyde bulunan hiicrelerde CARMIL3 odak
sayist, kaplanmamis yiizeyde olana gore anlamli diizeyde artmistir. MCF-7
hiicrelerinin ~ aksine, MDA-MB-231 hiicrelerinde CARMIL3 odak sayisi,
kaplanmamis yiizeyde IL-1B ile anlamli bir degisik gOstermemistir. Matrigel
yiizeyinde ise, IL-1pB ile odak sayisinda belirgin bir azalma s6z konusudur. Ilging bir
sekilde, CARMIL3 odak sayist Matrigel kapli ylizeydeki uyarilmis kosulda
kaplanmamis yilizeyde ve kaplanmis ylizeyde kaplanmis yilizeydeki IL-1B uyarimi
altinda odak sayisindan gorece belirgin diizeyde artmistir. Ancak, Matrigel
kaplamasiyla artan CARMIL3 odak sayist MDA- MB231 hiicrelerinde IL-1B’nin

etkisi ile azalmistir.
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MCF-7 hiicrelerinde CARMIL3 proteininin membran yigilma indeks
degerleri ise kapli olmayan yiizeyde IL-1f ile artmis, Matrigel kapli ylizeyde ise IL-
1B ile azalmistir. MDA-MB-231 hiicrelerindeyse bu parametreler agisindan anlamli

bir fark gozlemlenmemistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Kaplanmamis veya Matrigel kaph yiizeylerde yetistirilen ve IL-1p ile
uyarilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin CARMIL odak sayilar1 ve odaklarin
hiicresel dagilimi. CARMIL odaklar1 (beyaz renkli), immiinflorasan ydntemle,
partikiil analizleri sonucu elde edilmistir. A grafigi MCF-7 hiicresinin CARMIL3
odak sayilarini, B grafigi CARMIL3 membran yigilma indeks degerlerini, C grafigi
MDA-MB-231 CARMIL3 odak sayilarini, D grafigi CARMIL3 membran yigilma
indeks degerlerini ve E grafigi MCF-7 hiicrelerinin, F grafigi ise MDA-MB-231
hiicrelerinin temsili goriintiileri gdstermektedir. Olgek cubugu 30 um’dir. (* p < 0,05,
**<0,01)

4.3. IL-1p ile uyarim sonrasinda CARMIL3 ve Vinkiilin protein diizey ve

odak sayilar1 arasindaki korelasyon analizleri

MCF-7 ve MDA-MBZ231 hiicrelerinde Vinkiilin ve CARMIL3 protein
diizeyleri ve odak sayilarinin iliski kosullardan bagimsiz (total) ya da kosullara baglh
olarak korelasyon analizleri ile tespit edilmistir.

Tablo 4.5. Matrigel kaph yiizeylerde yetisen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin

CARMIL protein diizeyleri ve odak sayilart korelasyon analizleri (p ve r degerleri)

Total Kontrol IL-1P Matrigel Matrigel +IL-1
OFY ve Odak p 0004 0031 0219 <0,0001 0,336
MCF-7 ri 0251 0399 | -0365 0,6512 0,133
CARMIL3 Membran yigiima p  <0,0001 0,758 : <0,0001 : <0,0001 0,017
indeksi (OFYveOdak) | 9927 = 0059 | 0917 & 0963 |  -0,323
OFY ve Odak p 0180 0376 @ 0760 0442 0,444
MCF-7 r -01287 0215 | -0,064 0,177 -0,116
Vinkiilin Membran yigilma p: 0,002 0,138 0,752 0,008 <0,0001
indeksi (OFYve Odek) - 9350 0352 | 0,066 & 0,562 0,555
OFY ve Odak p| 0002 0025 @ 0008 | 0,238 0,001
MDA- r 0250 0301 0352 0,204 0,406
MB231 = Membran yigiima p <0001 0,002 0001 0,595 0,001
CARMIL3 indeksi (OFY ve Odak) r 0.313 0.398 0.503 0.092 0.424
OFY ve Odak p 0012 <0001 0028 0522 0,205
MDA- r 0169 0549 = 0,304 = 0,090 0,167
MB231  Membran yigiima p. 0002 0007 | 03417 @ 0,050 0,027
Vinkiilin indeksi (OFY ve Odak) r 0.208 0.369 0.1345 0.272 0.286

MCF-7 hiicrelerinin korelasyon analizlerinde kosullardan bagimsiz olarak

CARMIL3 protein diizey ve odak sayilarimin pozitif yonde zayif bir korelasyon
gosterdigi goriilmiistiir. Kosul bazinda protein diizeyi ve odak sayisi karsilastirmalari

MCF-7 hiicrelerinde IL-1B ile bu iliskinin zayif diizeyde negatif yonde oldugu,
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Matrigel ile ise iliskinin yiiksek diizeye ciktig1 tespit edilmistir. Membran yigilma
indekslerindeki protein diizey ve odak sayilari arasinda ise kosuldan bagimsiz
durumda ¢ok yiiksek diizeyde pozitif bir iliski goriilmiistiir. Bu yliksek diizey iliski
yalnizca IL-1P veya yalnizca Matrigel iceren kosullarda da gozlenirken, Matrigel ve
IL-1B’y1 birlikte igeren kosulda zayif olarak negatif yonde bir iliskiye donmektedir.
MCF-7 hiicrelerinin Vinkiilin protein diizey ve odak sayis1 korelasyon analizlerinde
ise anlamli iliski goézlenmemis, ancak membran bdlgesinde kosullardan bagimsiz
zayif dilizeyde bir iliski goriilmiistir. Membran bolgesi i¢in kosullara tek tek
bakildiginda ise Matrigel kapli yiizeyde ve Matrigel kapli ve IL-1B uygulanmis
ylizeyde protein diizeyi ile odak sayisinin orta diizeyde pozitif yonli iliskisi

gbzlemlenmektedir.

MDA-MB231 hiicrelerinde ise kosullardan bagimsiz olarak CARMIL3 ve
Vinkiilin proteinlerinin hem sitoplazmik hem de membran yigilma indeksleri
analizlerindeki diizey ve odak sayilarmin zayif ve orta diizeyde pozitif bir iliski
gosterdigi  goriilmiistiir. Kosullar tek tek incelendiginde Matrigel kosulunda
CARMIL3 diizeyi ve odak sayisinda anlamli iliski gostermezken, kontrol kosuluna
gore IL-1B ile Vinkiilin protein diizeyi ve odak sayisi arasindaki iliski membran
bolgesinde kaybolmaktadir. Matrigel kapli ve Matrigel kapl ve IL-1B uygulanmis
ylizeyde kontrol kosula gore, sitoplazmik bolgede bu iliski kaybolmaktadir
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Sekil 4.13. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin CARMIL3 ve Vinkiilin protein
diizeyleri ve odak sayilar1 korelasyon analizleri (total-biitiin kosullar1 igerecek sekilde
yapilan analizlerin grafikleri)

4.4, 1L-1p ile uyarim sonrasinda EMT ile iliskili gen ifadesi diizeyinde
gRT-PCR ile analizi

Matrigel ile kaplanmis ve kaplanmamis yiizeylerde biiyiitilen MCF-7 ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan gercek zamanli kantitatif PCR
caligmalar ile IL-1p ile tetiklenen EMT durumunun daha iyi anlagilmasi amaciyla E-
kaderin ve klaudin, snail, ZEB1, twistl ve vimentin, CARMIL1, CARMIL2 ve
CARMIL3 gen ifade diizeylerine bakilmistir.

MCEF-7 hiicrelerinde Matrigel kapl: yiizeylerde IL-1f uyarimi sonrasinda epitelyal
belirtegler E-kaderin ve klaudin azalmis, mezenkimal belirte¢ler vimentin hari¢ snail,
ZEB1, twistl artmistir. MDA-MB-231 i¢in kaplanmis yilizeyde bulunan hiicrelere IL-
1B eklenmis hari¢ diger kosullarda epitelyal ve mezenkimal belirtecler belirgin bir
degisim yonii gostermemektedir. Kaplanmis ylizeydeki IL-1p eklenmis durumda ise,
epitelyal belirteclerden klaudin azalmis ancak E-kaderin ifadesi artmustir.
Mezenkimal belirtegler ise ZEB1 hari¢ artmustir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Matrigel kaph yiizeyde biiyiitilen ve IL-1p ile EMT’ye tetiklenen
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin epitelyal (E-kaderin, ve klaudin) ve
mezenkimal belirte¢ (snail, twist, vimentin, ZEB) ifade diizeylerinin qRT-PCR
analizleri degisimleri. Elde edilen sonuglar -AACT hesaplanmast yoluyla analiz
edilmistir.

Kaplanmamis ylizeylerde biyiitilen MCF-7 hiicrelerinde CARMIL mRNA
diizeyleri IL-1p uyarimi ile artarken, Matrigel kapli yiizeylerde IL-1B ile
azalmaktadir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise kaplanmamis yiizeylerde IL-1p ile
CARMILI artmis, CARMIL2 azalmis ve CARMIL3 ifadesi degismemistir. Matrigel
kapli yiizeylerde MDA-MB-231 hiicrelerinde IL-13 CARMIL1 azalmasina,
CARMIL2 artisina neden olmus ve CARMIL3 ifadesini ise degistirmemistir (Sekil

4.15).
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Sekil 4.15. Matrigel kaph yiizeyde biiyiitilen ve IL-1p ile EMT’ye tetiklenen
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin CARMIL ifade diizeylerinin gRT-PCR
analizleri degisimleri. Elde edilen sonuglar -AACT hesaplanmast yoluyla analiz
edilmistir.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda proinflamatuvar bir sitokin olan IL-13 kullanilarak
mezenkimal karakterli MDA-MB-231 ve epitelyal karakterli MCF-7 meme kanseri
hiicre hatlart EMT ye tesvik edilmis ve IL-1p ile tetiklenen EMT durumunda degisen
hiicre iskeleti dinamikleri farkli yiizey kaplamalari iizerinde yetistirilen hiicrelerde
calistlmistir (49). CARMIL proteinlerine birer aktin iskelet uzama regiilatorii olmasi

nedeniyle 6nem verilmistir (6).

Hiicre hareketinde islevi oldugu bilinen CARMIL proteinlerinin MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicrelerinin IL-1p ile tetiklenen EMT durumunda bir rolii olup
olmadigini test etmek amaciyla yapilan biitiin deneylerde yetistirilen biitiin hiicreler
timor mikrogevre ¢evresini taklit edebilmek amaciyla kaplanmis ylizeylerde
yetistirilmistir. Immiinfloresan analizlerde EMT durumunu daha iyi modelleyebilmek
adina daha ¢ok hareket etme olasilig1 bulunan diger hiicrelerle temas etmeyen, tek tek
diismiis hiicreler analiz edilmistir. Hangi ylizey kaplamasinin daha olabilecegini
belirleyebilmek icin MDA-MB-231 hiicreleri ECM elemanlarindan biri olan ve fokal
adezyondaki integrinlerin tutunduklari; fibronektin veya ECM elemanlarindan
kolajen ve laminin gibi g¢esitli igerikleri barindiran; Matrigel kapl yiizeylerde
yetistirilmistir. Bu hiicreler morfoloji degisikliklerini tespit edilebilmesi adina aktin
iskeleti boyayan falloidin ve hiicre iskeleti dinamiklerini anlayabilmek i¢in vimentin
(mezenkimal bir belirteg), vinkiilin (bir fokal adezyon aracisi)) ve CARMIL1-3
immiinfloresan yontem ile isaretlenlenmistir. Her iki kaplama kosulunun, kontrol
ylizeye gore polarizasyon diizeylerinde belirgin bir etkisi olmadigi, ancak hiicre
alanlarim1  artirdiklar1  goriilmiistiir. Ortamda hiicrelerin  belli bir dogrultuya
yonelmesine sebep olacak bir kemoatraktan bulunmadigi igin polarizasyon
diizeylerinin degismemesi beklenmektedir (64, 65). Kaplama ile hiicre alan artiglar
ise, mezenkimal hiicrelerin tutunmak igin bir yilizeye ihtiya¢ duyduklart bilindigi i¢in
kaplanmis yiizeylerde bu hiicrelerin mezenkimal karaktere daha yakin bir morfolojiye
sahip olduguna isaret etmektedir (66). EK, olarak bu sonuglar fibronektin, laminin,
kolajen gibi ECM bilesenlerinin integrinlere baglanarak EMT ve metastazi
destekledigi literatiir bilgisi ile de ortiismektedir (67).
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Vimentin diizeyinin mezenkimal belirte¢ olarak analiz edilmesi ile farkli
yiizeylerde yetisen hiicrelerin bir farklilik gostermedigi; ancak, vimentinin daha ¢ok
membran bolgesinde y1g81ldig1 goriilmiistiir. Bu durum yiizeyde bulunan malzemenin
Ozelliginin vimentin protein miktarin1 arttirmaktan ziyade var olan vimentin
proteinlerinin membran bdlgesine daha ¢ok yigilmasina ve gelisen yeni

mezenkimalligi desteklenmesini saglamakta olduguna isaret edebilir (68).

Bir fokal adezyon proteini olan vinkiilin proteini i¢in ise hem floresan
yogunluklar1 hem de partikiil analizleri yoluyla elde edilen odak sayilar1 kullanilarak
analizler yapilmistir. Matrigel kaplamasi ile vinkiilin diizeyi azalirken, odak sayisi
artmistir. Fibronektin kaplamasi ise hem protein diizeyini hem de odak sayisi belirgin
diizeyde artirmigtir. Protein miktarinin genel olarak azalmasi vinkiilinin odaklara
yigilmasi nedeniyle gerceklesebilir. Protein miktar1 azalsa bile, odak sayisinin artmasi
vinkiilin proteininin Matrigel’deki iceriklere tutunarak odaklar olusturdugunu,
fibronektin yiizeyinde ise hem protein diizeyi yiiksekligi hem de odak sayisinin
yiiksekligi fibronektine daha siki bir tutunma modelinin var oldugunu gostermektedir.
Burada Matrigel ve fibronektin arasindaki fark, vinkiilin diizeyi ve odaklarinin
fibronektinde daha ¢ok olmasi da Matrigel’in birgok bilesenden olusan kompleks bir
yap1 iken fibronektinin fokal adezyonlarin ucundaki integrinlere dogrudan baglanan
proteinlerden biri olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu hususu dogrular bir sekilde
protein diizeyinin membrana yigilma oranlari, Matrigel’e ve fibronektine dogru
dogrusal bir artis gostermektedir. Her ne kadar burada analizler yapilirken hiicre
cekirdegi dahil edilmemis olsa da hiicreler en siki adezyonlarini en biiylik agirlik
cekirdekte oldugu i¢in c¢ekirdek bolgesinde daha yogun oranda olustururlar,
Lamelopodya bolgesinde bu adezyon noktalar1 daha kiiciik ve az miktarda olusur.
llging bir sekilde sonuglar, kaplama ile birlikte vinkiilinin membran bélgesinde yeni
ve daha fazla odak olusturmaksizin, var olan odaklardaki vinkiilin protein
yogunlugunu artirdig1 goriilmektedir. Mezenkimal bir hiicrenin adezyon kapasitesinin
yiiksek oldugu bilinmektedir (41). Bu sebeple, -bir fokal adezyon araci proteini olan-
vinkiilin proteinin odak sayisinin artmasi ya da membran bdlgesine vinkilin
proteinlerinin y1gilmasi da kaplama ile gelisen mezenkimal hiicre 6zelliginde vinkiilin

islevini dogrulamaktadir.
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Vimentin ve vinkiilin proteinlerine ek olarak CARMIL proteinlerinin de hem
protein diizeyleri hem de odak sayilari hiicrelerin yetistirildikleri yiizeylere bagh
olarak incelenmistir. Oncelikle MDA-MB-231 hiicrelerinde en az oranda ifade
edildigini gordiigiimiiz ve odak sayisi ya da membran yigilma oranlarinda herhangi
bir degisiklik gostermeyen CARMIL2 proteinin mezenkimal hiicre karakteri ile
dogrudan baglantili olmadig1 diisiiniilebilir. CARMIL1 proteininin ise diizeylerine
bakilarak MDA-MB-231 hiicrelerinde CARMIL2 proteininden daha yiiksek,
CARMIL3 proteininden ise daha diisiik ifadesi gorilmistiir. Matrigel kaplama
CARMIL1 diizeyini arttirmig, fibronektin ise degistirmemistir. CARMIL1 odak
sayilar1 ise her iki ylizeyde de belirgin diizeyde artmistir. Membran yigilma oranlari
ise, fibronektinde azalma disinda, degismemistir. Kaplama ile CARMIL1 odaklarinin
artist bilinen CP diizenleyici islevini ve CARMIL1-EMT iliskisi diisiindiiriirken,
membran bolgesine y1gilma diizeyinde degisiklik olmamasi yonlenmis bir hareket ve
CP baglantili islev ile ortiismemektedir (57, 69). Ciinkii aktin uzama bolgelerinde
membrana yakin CP aktivitesi bilinmektedir (70). MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattinda en ¢ok ifade edildigi gorilen CARMIL proteini ise CARMIL3’tiir.
CARMIL3 proteini daha 6nce vinkiilin proteininde de goriilen sekilde Matrigel
kaplamasi ile diizey olarak azalmis ancak odak sayisini artmistir. Ayni durum
fibronektin kapli yiizeyde de izlenmistir ancak Matrigel yiizeydeki kadar belirgin
diizeyde degildir. Membran yigilma oranlar1 ise Matrigel’de artmakta, fibronektinde
degismemekte; odak sayisina bagli ise bir artis sekli gostermektedir. Bu sonuglar yani
CARMIL3 odak sayisinin artmasi ve membran bolgesine yogunlasmast CARMIL3
proteininin Capping protein diizenleyici islevine ve dolayisiyla hiicre hareket
kapasitesini artict ve EMT ve metastazi destekleyebilme kapasite isaret etmektedir.
Ek olarak, Matrigel tiimor mikrogevresini daha iyi temsil etmektedir c¢ilinki
fibronektin ECM’de bulunan tek bir protein iken, Matrigel ECM bilesenlerinin
konsantre edilmis halidir. Buna ek deneylerde kullanilan Matrigel, biiyiime faktorleri
azaltilmis da olsa igeriginde bulunan biiytime faktorleri, MMP vb. igerikler hiicrelere

EMT’yi destekleyici yonde sinyaller olusturabilmektedir (32, 63).

Halihazirda mezenkimal karakterler barindiran MDA-MB-231 hiicreleri ile
yapilan deneylere, epitel karakterli MCF-7 hiicreleri ve hiicreleri epitel-mezenkimal

doniisiime tesvik etmek amaciyla IL-1B uyarimi dahil edildi. MDA-MB-231 hiicreleri
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ticli negatif mezenkimal karakterli meme kanseri hiicreleridir ve bu g¢aligmadaki
pozitif kontrol gibi kabul edilebilir. MCF-7 hiicreleri luminal A tipinde epitelyal
karakterli meme kanseri hiicreleridir. MCF-7 hiicreleri bir¢cok ¢alismada epitel hiicre
ornegi olarak kullanilmaktadir. Oncelikle, EMT’nin modellenebildigi, morfoloji
degisimleri iizerinden aktin iskeleti sekil degisikligi ile gorilmektedir. Ortamda
bulunan belirli bir kemoatraktan olmadig: icin polarizasyon gelismemistir. MCF-7
hiicrelerinin hiicre alami1 yiizey kaplamasindan bagimsiz bir sekilde IL-1p ile
artmaktadir. Yine de Matrigel kapli durumda daha fazla alan artis1 olmasinin sebebi
Matrigel’in hiicrelere tutunmak igin yiizey saglamasi ve dolayisiyla mezenkimal
duruma katki saglamasidir. Bu durum, MCF-7 hiicrelerinin Matrigel kapli yiizeyde
IL-1P ile daha mezenkimal karakter gostermesi literatiire paralel bir sekilde, Matrigel
iceriginde bulunan ve bir¢ok reseptére baglanan laminin, Kkolajen gibi ECM

iceriklerinin EMT ve metastazini destekledigi bilgisini de dogrulamaktadir (71, 72).

MDA-MB-231 hiicreleri, MCF-7 hiicrelerinin aksine IL-13’ya bagli alanlarin
genisletme yoniinde bir yanit olusturmamiglardir. Hatta Matrigel kaph ylizeylerde IL-
1B ile hiicre alaninda bir azalma gozlenmistir. Bu sonuglar literatiirde var olan IL-
1B’nin baz1 durumlarda metastatik, baz1 durumlarda anti-metastatik etkiler gdstermesi
ile de paraleldir (28, 73). Bu durumun sebebi bu hiicrelerin halihazirda mezenkimal
karakterde olmasi olabilir. Ayni zamanda Matrigel integrinlere baglanip fokal
adezyon kinazlar (Focal Adhesion Kinases,FAK) iizerinden, IL-1p ise MYD88 yolag1
tizerinden NF«f sinyal yolaginin aktiflesmesine sebep olur. Bu iki tarafli NF«kf
aktivasyonu, yiiksek uyarima (over-situmulation) sebep olarak mezenkimal karakteri
negatif etkilemis olabilir (19). Bu husus MDA-MB-231 hiicrelerinde MCF-7
hiicrelerine oranla daha yiiksek oranda IL-1 reseptor tip 3 -sinyal baslatan tipte-
ifadesi goriilmesi ile de ortiismektedir (58). Ciinkii daha ¢ok miktarda IL-1 reseptor
tip3 ifade eden MDA-MB-231 hiicreleri, over-situmulation durumuna daha yatkin
olabilecegi i¢in IL-1B’dan mezenkimal karakter acisindan negatif yonde etkilenmis

olabilirler.

IL-1 ile tetiklenen EMT durumunda vinkiilin protein diizeyi her iki hiicrede
de kaplanmamus yiizeylerde IL-1PB ile azalmis, Matrigel yiizeylerde ise IL-1p ile
herhangi bir degisim gostermemistir. Odak sayilar1t MCF-7 hiicrelerinde kaplamadan
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bagimsiz olarak IL-1f ile artmistir. Bu durum vinkilin proteininin IL-1p ile
tetiklenen EMT durumu ile iliskili oldugunu disiindiirmektedir. Mezenkimal
karakterli hiicrelerin adezyon kapasiteleri yliksektir ancak adezyon kapasitelerinin
yilksek olmasi onlarin  hareket edebilme ya da invasyon kapasitelerini
diisirmemektedir -ama hizlariin ameboid bir hiicrenin hizindan az oldugu
bilinmektedir (31). Morfolojik analizlerine gore MCF-7 hiicreleri IL-1f ile alanlarini
genisletmekte ama belli bir yone yonelmemekteydi. IL-1f ile vinkiilin odak sayisinin
da artmasi, hiicrelerin mezenkimal karaktere uygun bir sekilde adezyon
kapasitelerinin de arttigina isaret eder (41). Bu sonuglar da epitelyal bir hiicrede IL-
1B’ nin EMT’yi tetikleyerek metastaza yardimci oldugu gozlemini giiglendirmektedir.
Ayrica MDA-MB-231 hiicrelerinde vinkiilin odak sayilar1 kaplanmamis yiizeylerde
IL-1B ile artarken Matrigel kapl yiizeylerde IL-1B ile belirgin bir degisiklik
gostermemistir. Bu sonu¢ da MDA-MB-231 hiicrelerindeki Matrigel ve IL-1B’nin
birlikte oldugu durumda NFxP asir1 uyarimi (over-situmulation) araciligiligiyla
mezenkimal karaktere negatif yonde etki edebilecegi hususunu -mezenkimal
karakterli hiicrelerin adezyon kapasiteleri yiiksektir literatiir bilgisi sebebiyle-
desteklemektedir. Ayn1 zamanda bu iki hiicrenin adezyon dinamiklerinin IL-1f’dan
farkli yonde etkilenmesi IL-1B"nin EMT {izerindeki iki yonlii etkisine baska bir 6rnek

olusturmaktadir (2).

Vinkiiline ek olarak CARMIL3 proteini icin de MCF-7 hiicrelerinde
kaplanmamis yiizeyde IL-1B’ya bagl belirgin bir artis gozlendi ve Matrigel kapli
yiizeyde IL-1B’ya ragmen degisim yoktu. Odak sayilar1 kaplamadan bagimsiz olarak
IL-1B ile artmaktadir. IL-1B ile MCF-7 hiicrelerinin mezenkimal duruma gegtigi
bilindigi icin bu sonuglar IL-1B ile tetiklenen EMT’nin CARMIL3 ile de
desteklendigini diisiindiirmektedir (74). Cinkii CARMIL proteinleri aktin iskelet
uzama inhibitérii olan CP’ye baglanarak aktin ucunu serbest birakir ve hiicre
hareketine yardim ederler (69). Hiicre hareketini destekleyici bu rol CARMIL
proteinlerinin metastaz1 da destekledigini diisiindiirmektedir. MDA-MB-231
hiicrelerinde ise CARMIL3 ifadesi ve odak sayisinda azaltici etkiye sahiptir. Bu da
hiicrelerin mezenkimallik diizeyinin CARMIL3 odak sayis1 ile iliskili oldugunu
diistindiirmektedir. Bunu dogrular bir sekilde Matrigel kapli ama IL-1B eklenmemis
kosulda alani en yiiksek olan MDA-MB-231 hiicrelerinin CARMIL3 odak sayilar1 da
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en yiiksek diizeydedir. CARMIL3 proteinin membrana yigilma oranlari, MCF-7
hiicrelerinde kapli olmayan ylizeyde IL-1f ile bir degisim goéstermezken, kapli
ylzeyde azalmaktadir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise kaplamadan bagimsiz olarak
azalmaktadir. Benzer bir sekilde, odak sayisina bagli hesaplanan membran yigilma
oranlarinda ise MCF-7 hiicrelerinde kaplanmamis yiizeylerde IL-1p ile artarken, kapl
yiizeylerde IL-1p ile azalmaktadir. Halihazirda mezenkimal karakterli MDA-MB-231
hiicrelerinde ise higbir durumda bir degisiklik goriilmemistir. Bu sonuglara bagli
olarak, IL-1B’nin MCF-7 hiicrelerinde CARMIL3 proteininin membrana yigilma ve
orada islev gérme olasiligini artirdigi ancak Matrigel ile birlikte azalttigi soylenebilir.
Mezenkimal karakterli MDA-MB-231 hiicrelerinde ise IL-1p’nin CARMIL3
membran y1gilmasini ya azalttigi ya da degistirmedigi goriilmistiir -over-stimulation.
CARMIL3’lin odak artiglar1 ve membran bolgesine dagilimi CP iliskili roliinden
otirt IL-1p ile tetiklenen EMT’de destekleyici rolii olabilecegini gostermektedir. Ani
zamanda bu sonuglara gére CARMIL3 metastatik belirteg olma potansiyeli de
tasimaktadir. Buna ek olarak yapilan korelasyon analizlerinde de MCF-7 ve MDA-
MB231 hiicrelerinde Vinkiilin ve CARMIL3 proteinlerin diizeyleri ile odak
sayillarinin pozitif yonlii iligkisini gostermektedir. Bu durum bu proteinlerin
kosullardan bagimsiz olarak odaklanarak islev gosterdigini diisiindiirmektedir. Ayni
zamanda epitelyal karakterli MCF-7 hiicrelerinde ¢ok yiiksek diizeyde goriilen
membran bolgesindeki CARMIL3 protein diizeyi ve odak sayisi iligkisi de membran
bolgesine yogunlasan ve mezenkimal karakter artis1 (EMT) ile artan CP aktivitesi
diizenleme islevini diisiindiirmektedir. Bu hiicrelerde gozlemlenen kaplh ylizeyde IL-
1B ile membran bolgesinde protein diizeyi ve odak sayisi arasindaki negatif iligki
NF«p yolaginin asir1 uyarimi sebebiyle gergeklesmis olabilir. Bu duruma benzer bir
negatif etki hali hazirda mezenkimal karakterli MDA-MB231 hiicrelerinin en
mezenkimal morfoloji gosterdigi Matrigel kosunda CARMIL3 diizey ve odak sayis1

iliskisi gozlenmemesi durumunda da kendini géstermektedir.

Matrigel kapli yiizeylerde biiyiitillen ve IL-1p ile uygulamasi ile EMT ye
uyartlan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde epitelyal belirteglerin ifadesinin
azalmasi, mezenkimal belirte¢lerin ifadesinin artmasi beklenmektedir. Bu ¢alismanin
sonuglarina gére, mRNA diizeyinde EMT nin gbzlemlenebilmesi i¢in hem Matrigel

hem IL-1B gereklidir. Ciinkii, sonuglara géore MCF-7 hiicrelerinde epitelyal belirteg
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azalmas1 yalmizca kapli yiizeylerde yetisen ve IL-1f uygulanmis hiicrelerde
goriilmiistiir. Benzer sekilde, MDA-MB-231 hiicrelerinde de kapl yiizeylerde IL-1
ile epitelyal belirteclerde E-kaderin degismemis klaudin ise azalmistir. Matrigel kapl
yiizeylerde uygulanan IL-1B ile MCF-7 hiicrelerinde vimentin, MDA- MB-231
hiicrelerinde ZEBI1 hari¢ biitlin mezenkimal belirtegler EMT durumuna isaret

etmektedir.

mRNA diizeyinde goriilen sonuclar ile protein diizeyinde goriilen sonuglarin
ortiismemesinin iki temel sebebi olabilir. Bunlardan birincisi post-transkripsiyonel ve
post-translasyonel modifikasyon yoluyla gen ifade diizenlemeleri olabilir (75). Digeri
ise teknik bir husus olabilir. Gergeklestirilen immiinfloresan analizlerinde tiimor
kiitlesinden uzaklasan ve EMT’ ye daha yatkin bir hiicresel morfolojiyi modellemek
amaciyla tek tek diisen hiicreler tercih edilmistir. Diger taraftan gen ifadesi
analizlerinde uygulanan tiim kosullarda bulunan her hiicre 6rnege dahil edilerek RNA
izole edilmistir. Bu da immiinfloresan ile elde edilen sonucglarin daha segici ve hiicre
Ozelinde de olsa daha belirleyici olmasini saglamistir. Bu durumda mRNA
sonuglarinda sadece IL-1p ya da sadece Matrigel kaplamalarin kismi EMT durumunu
gostermesi hem EMT’ye ugramis hem de ugramamis hiicrelerin 6rneklenmis olasi ile
uyumludur. MCF-7 hiicrelerinde CARMIL1, CARMIL2 ve CARMIL3 de benzer
sonuglar vermistir. Bu hiicrelerde  CARMIL mRNA degerleri kaplanmamis
yiizeylerde IL-1p ile artarken, kapl ylizeylerde IL-1p ile azalma gostermistir. IL-
1f’nin MCF-7 hiicrelerinde CARMIL-EMT iliskisini destekledigi sOylenebilir.
Mezenkimal karakterli oldugu i¢in daha ¢ok pozitif kontrol benzeri MDA-MB-231
hiicrelerinde ise IL-1p’nin CARMIL diizeylerine etkisi, beklenildigi {izere,
degiskenlikler gdstermekte ve bu hiicrelerde IL-1B’ya bagl belirgin bir modeli isaret

etmemektedir.

CARMIL mRNA diizeyleri, hiicresel morfoloji degisimleri ile ortiismektedir.
Morfoloji ile yapilan analizlere gore IL-13, MCF-7 hiicrelerinin daha mezenkimal
goriintii sergilemesi igin, Matrigel kaplama ise MDA-MB-231 hiicrelerinin var olan
mezenkimal karakterini gosterebilmesi i¢in on planda idi. Benzer sekilde MCF-7
hiicrelerinde IL-1p, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Matrigel kaplama CARMIL
diizeylerini belirgin diizeyde arttirmistir. Bu sonuglara bagli olarak CARMIL



86

proteinlerinin IL-1p ile tetiklenen EMT’de belki diger epitelyal ve mezenkimal
belirteglerden de daha hassas bir belirte¢ oldugu diisiiniilebilir. mRNA diizeylerine
gore CARMIL2 ile de belirgin fark elde edilmistir.

Bu c¢alismada elde edilen CARMIL3 ve vinkiilin ifade diizeylerinin
mezenkimal hiicre karakterine bagli olarak degismesi ve odak sayilarinin artmasi
sonuglarina bakilarak, CARMIL proteinlerinin (6zellikle CARMIL3’{in), MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde, IL-1p ile tetiklenen EMT ile
iligkilendirilebilecegi sdylenebilir. Ek olarak, elde edilen sonuglara gére CARMIL

proteinleri bir erken metastaz belirteci olma potansiyeli tagimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Fibronektin veya Matrigel kapli yilizeylerde yetisen MDA-MB-231
hiicrelerinde hem Matrigel hem fibronektin kaplama hiicre alanlarini
artirmig, polarizasyon degerlerini degistirmemistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde iki kaplama yonteminde de vimentin
proteininin diizeyi degismezken, membran bolgesine yigilma orani
artmistir.

Matrigel kapli ylizeyde vinkiilin diizeyi azalmis, odak sayisi ise
artmistir. Fibronektin kaplamasi ile vinkiilin proteininin hem diizeyi
hem odak sayist artmistir. Vinkiilin proteininin membrana yigilma
orani dogrusal olarak artmis, membran bolgesindeki odak sayisi ise
bir degisim gostermemistir.

Matrigel ya da fibronektin kapli yiizeylerde yetistirilen MDA-MB-231
hiicrelerinde CARMIL3 ifadesi gorece yiiksek goriilmiistiir.
CARMIL3 diizeyi kaplamamis yiizeylerde azalmis, odak sayisi ise
kaplama ile artmis ve Matrigel’de, fibronektinden daha ¢ok
CARMIL3 odagi olusmustur. CARMIL1 proteininin  diizeyi
Matrigel’de artarken, fibronektin yiizeyde degismemistir. CARMIL1
odak sayilart ise her iki kaplama yiizeyinde de artis gostermistir. En
az ifade edilen CARMIL2 proteinin ise diizeyinde ve odak sayisinda
degisim tespit edilmemistir.

IL-1B ile EMT’ye tesvik edilen MCF-7 hiicrelerinin bulunduklari
ylzeylerden bagimsiz olarak alan degeri artmistir.

IL-1B ile muamele edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
vinkiilin ~ diizeyi kaplanmamis yiizeylerde IL-1B ile azalma
gosterirken, kapli yiizeylerde IL-1B’ya ragmen sabit kalmaktadir.
Odak sayilar ise IL-1f ile artis yoniinde degismistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde ise kaplanmamis yiizeyde IL-1p ile sabitken, kapl
yiizeyde IL-1p ile artmistir. Vinkiilin proteininin hem diizeyi hem
odaksalligi agisindan membrana yigilma oranlar1 IL-1f ile genel

olarak artis yoniindedir.
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IL-1B ile EMT’ye yonlendirilen MCF-7 hiicrelerinde kaplanmamis
yiizeyde IL-1B ile CARMIL3 artis1 gorilirken, Matrigel kaplh
ylizeyde IL-1p bir degisime sebep olmamistir. CARMIL3 odak
sayilar1 ise kaplamadan bagimsiz olarak IL-1f ile artmigtir. MDA-
MB-231 hiicrelerinde Matrigel kapli yiizeyde yiiksek diizeyde
CARMIL3 odak sayis1 artis1 ise dikkat ¢ekmektedir. CARMIL3
membran yigilma oranlar ise kapli olmayan yiizeylerde IL-1f ile
azalmakta, odak sayis1 hesaplamalarina gore ise artmaktadir.

Korelasyon analizleri MCF-7 ve MDA-MB231 hiicrelerinde Vinkiilin
ve CARMIL3 proteinlerin diizeyleri ile odak sayilarinin pozitif yonlii

iligkisini gostermektedir.

IL-1B ile EMT’ye yonlendirilen MCF-7 hiicrelerinde Matrigel kapl
yiizlerde, EMT’yi destekler bir sekilde, epitelyal mRNA diizeyleri

azalmis, mezenkimal belirteglerin mRNA diizeyleri ise artmistir.

MCF-7 hiicrelerinde CARMIL proteinlerinin  mRNA diizeyleri
kaplanmamuis yiizeylerde IL-1p ile artarken, Matrigel kapli ylizeylerde
IL-1B ile azalmaktadir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise CARMIL

genlerinin ifadesi belirgin bir diizeyde degisim gostermemistir.

CARMIL ve EMT belirteglerinin mMRNA ifadeleri hiicresel morfoloji

ile ortiismektedir

Kanser dokularindan yapilacak analizler ile bu tez ¢alismasinda elde
edilen sonuclar hasta 6rneklerinde valide edilebilir.

Metastatik dokularda bulunan CARMIL ifadeleri ile metastatik
olamayan dokularda bulunan CARMIL ifadeleri karsilastirilarak
CARMIL proteinlerinin metastaz belirteci olup olmadigi daha iyi
anlasilabilir.

Protein diizeyleri immiinfloresan yaninda Western Blot yontemi ile de
dogrulanabilir.

Ayni1 deney diizenegi icerisinde hiicre migrasyon ve invazyon

kapasitelerinin tespitine yonelik deneyler yapilabilir.
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IL-1p’nin disaridan hazir verilmesi yerine fizyolojik kosullarda en
temel kaynagi olan makrofaj hiicreleri kullanilarak bir ko-kiiltiir
diizenegi kurulabilir ve kanser mikrogevresinin modellenmesi ile
CARMIL diizeyleri ve diger hiicre iskelet dinamikleri incelenebilir.

In vivo fare tiimor modellerinde CARMIL proteinlerinin ve IL-1B’nin
tiimorogeneze etkisi incelenebilir.

Benzer ¢alismalar meme kanseri disinda diger kanser tiirlerinde de

calisilabilir.
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