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OZET

Dincer HA, Deneysel Meme Kanseri Modelinde Karaciger Rezeksiyonunun
Immiinolojik Etkileri Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dal1 Uzmanlik Tezi, Ankara, 2017.

Karaciger, meme kanserinin ii¢iincii en sik metastaz yaptig1 solid organdir.
Eger karaciger metastaz1 tedavisiz birakilirsa ortalama yasam siiresi 4-8 aydir.
Karaciger rezeksiyonunun sagkalimi artirdigi gosterilmisse de rezeksiyon sonrasi
karaciger rejenerasyonu esnasinda ortaya c¢ikan bir takim inflamatuvar sitokinler
nedeniyle hepatik ve ekstrahepatik tiimor proliferasyonunda hizlanma olabilecegi 6ne
siiriilmektedir. Bu calismanin amaci, deneysel meme kanseri modelinde karaciger
rezeksiyonunun farkli kemokin tipleri tizerindeki etkisinin incelenmesidir. Bu amagla,
46 BALB/c disi fareye 4T1 tiimor ekilmistir. Calismada farelere tiimor ekimini takiben
birinci ve ikinci haftalarda yapilan %30-40 hepatektominin kemokin diizeyleri
tizerindeki etkisi incelenmis olup c¢ikarilan karaciger dokularinda histopatolojik
arastirma yapilmistir. Hayvan modellerinde sakrifikasyon sonrasi elde edilen karaciger
lizatlarindan ELISA yontemi ile CCL 2, 3, 4, 5, 11,17, 21, 22 ve CXCL1 ve CXCL9
incelenmistir. 4T1 tiimor ekilen ve %30-40 hepatektomi yapilan kisa donem hayvan
modelinde CCL 2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL22, CXCL1 ve CXCL9 kemokin
diizeylerinde artis goriilmektedir. Uzun donem hayvan modellerinde ise CCL2, CCL3,
CCL4, CCL5 ve CXCL1 seviyelerinde artig goriilmekte; ancak, en belirgin
yiiksekligin CCL2 ve CCLS seviyelerinde oldugu dikkat ¢ekmektedir. Tiimor ekilen
toplam 22 farenin dordiinde metastaz tespit edilmis olup metastaz gelisen farelerin
hepsi hepatektomi yapilan gruplardadir. Hepatektomi ve kontrol gruplari arasinda
patolojik parametrelerde istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamamistir. Sonug
olarak deneysel meme kanseri modelinde karaciger rezeksiyonu sonrast kemokin
seviyelerinde artis goriilmektedir. Bu durumun metastatik etkisi bu c¢alismada

gosterilmemistir.

Anahtar kelimeler: kemokin, meme kanseri, 4T1, BALB/c fare, hepatektomi,

metastaz



ABSTRACT

DINCER HA, Immunological effects of liver resection in experimental breast
cancer model Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis of General Surgery,
Ankara, 2017

Liver is the third common solid organ of breast cancer metastasis. If it is left
untreated, the overall survival is only 4-8 months. Even though, liver resection for liver
metastasis is shown to improve the survival, acceleration of hepatic and intrahepatic
tumor proliferation during liver regeneration due to inflammatory cytokines is
controversial. The aim of this study is to evaluate the effect of liver resection on
different chemokine profiles in experimental breast cancer model. For this purpose,
4T1 tumor was injected to 46 Balb/c female mice and 30-40% hepatectomy was
performed at the first (short term) and second weeks (long term) after injection. After
sacrification of animals, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17, CCL21,
CCL22, CXCL1 and CXCL9 chemokine levels were evaluated. In addition,
histopathological examination of resected liver tissues was performed. In animals with
4T1 tumor, levels of CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL22, CXCL1 and CXCL9 were
found to be increased in short term hepatectomised mice, whereas; levels of CCL2,
CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL1 were found to be increased in long term
hepatectomised mice. In total of 46 mice, 22 were injected with 4T1 tumor. In these
22 mice, only four had been found to have liver metastasis during histopathological
examination. All of these four animals had been undergone hepatic resection.
However, there was no statistically significant difference in histopathological analysis
between sham and hepatectomy groups. In conclusion, there was an increase in
chemokine levels after liver resection in this experimental breast cancer model. The

metastatic effect of this condition has not been demonstrated in this study.

Keywords: Chemokine, breast cancer, 4T1, Balb/c, hepatectomy, metastasis
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1. GIRIS ve AMAC

Meme kanseri kadinlarda en ¢ok goriilen ve en sik 6liime neden kanser tiiriidiir.
Gelismis iilkelerde insidans orani, gelismekte olan iilkelere gore daha yiiksektir. Meme
kanserine bagli 6liim orani ise gelismekte olan iilkelerde geligmis lilkelere gore %17
daha fazladir. Meme kanseri patogenezinin daha iyi anlasilmasi hedefe yonelik
tedavilerin gelistirilmesine ve dolayisiyla hastalik prognozunun iyilestirilmesine
katkida bulunacaktir. Bu amagcla son yillarda kemokin adi verilen kemoatraktan
sitokinler tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir. Karaciger, meme kanserinin {i¢lincii en
stk metastaz yaptig1 solid organdir. Eger karaciger metastazi tedavisiz birakilirsa
ortalama yasam siiresi 4-8 aydir. Yapilan ¢aligmalarda karaciger metastaz1 varliginda
hepatik rezeksiyon sonrasi ortalama sag kalim 40 ay, 5 yillik sag kalim oraninin ise
%40 oldugu gosterilmistir. Karaciger rezeksiyonunun sag kalimi artirdigi
gosterilmisse de rezeksiyon sonrasi karaciger rejenerasyonu esnasinda ortaya ¢ikan bir
takim inflamatuvar sitokinler nedeniyle hepatik ve ekstrahepatik timor

proliferasyonunda hizlanma olabilecegi one stiriilmektedir.

Kemokinler, lenfoid organ gelisimi ve immiin hiicre hareketlerini kontrol eden
kiiciik proteinlerdir. Kemokinlerin, inflamasyon sirasinda 16kosit kemotaksisinin
uyarilmasi, lenfoid doku gelisimi, hemostazin saglanmasi, hiicre proliferasyonu,
hematopoiezin saglanmasi, viriis/hiicre iliskisi, anjiogenez, neovaskiilarizasyon ve
kanser metastaz1 gibi rolleri mevcuttur. Giinlimiizde tanimlanmis 50 farkli kemokin,
20 kemokin reseptorii ve 4 tane sessiz reseptor bulunmaktadir. Tiimor dokusu birbiri
ile karigik sinyalizasyon sistemi araciligi ile iletisim kuran pek c¢ok hiicre tipinden
olugmaktadir. Bu timor mikrogevresinde, hiicre gocii ve hiicre-hiicre iliskisinden esas
sorumlu yapilar kemokinler olup tiimdr gelisimine yol acarlar. Timor
mikrogevresindeki bu kemokinler; timor hiicreleri, immiin hiicreler ve stromal
hiicreler tarafindan eksprese edilirler. Belli bir kemokine yanit olarak farkli immiin
hiicreler, timdr mikrogevresine go¢ eder ve tlimore karst immiin yaniti regiile ederler.
Ayrica kemokinler, timor mikrogevresinde tiimor hiicreleri ve stromal hiicreler
tizerinde de etkilidirler. Bu 6zellikleri ile timor hiicrelerinin proliferasyonunu, kanser

kok-hiicresi benzeri 6zelliklerini, kanser invazyonu, anjiogenez ve metastazini regiile



ederler. Sonu¢ olarak bu mikrogevrede bulunan kanser ve konak hiicreleri pek ¢ok
farklt kemokin salinimina yol agarak, anti-tiimdr ve pro-tiimor yanitlar1 dengeleyen
farkli hiicre tiplerinin gogiine ve aktivasyonuna yol acarlar. Kemokinlerin bu rollerinin
bilinmesi  kemokinleri  hedefleyen  tedavilerin  gelistirilmesine  olanak

saglayabilmektedir.

Bu ¢aligmanin amaci deneysel meme kanseri modelinde hepatektominin farkl
kemokin tipleri lizerindeki etkisinin incelenmesidir. Bu amacla, 46 adet BALB/c disi
fare 8 alt gruba ayrilmistir. 4 grubun meme dokusuna 4T1 tiimor ekilmistir. 4T1 tiimor,
meme dokusuna kolayca ekilebilmesi, yliksek tiimorojenik ve invaziv 6zellikleri, 6-
tioguanine direngli olmasi sayesinde in vitro olarak mikrometastazlarin tespit
edilebilmesi ve primer meme dokusundan kolayca ¢ikarilabilmesi Ozellikleri
sayesinde giliniimiizde fareler basta olmak iizere hayvan modellerinde sik¢a kullanilan
meme kanseri olusturma yontemidir. Calismada farelere tiimor ekimini takiben
yapilan %30-40 hepatektominin birinci ve ikinci haftalarda kemokin diizeyleri

tizerindeki etkisi incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Meme kanseri epidemiyolojisi ve etiyolojisi:

Meme kanseri kadinlarda en ¢ok goriilen ve en sik 6liime neden malignansidir.
2008 yil1 diinya kayit kiitiikklerine gore diinya genelinde 1.384.155 yeni meme kanseri
vakas1 ve yaklasik 459.000 &liim bildirilmistir.?3 Tiim kanser insidanslar1 igerisinde
meme kanseri bunun %12’sini olusturmaktadir. Gelismis iilkelerde insidans orani
gelismekte olan iilkelere gore daha yiiksektir (71.7/100.000 ve 29.3/100.000 sirastyla).
Meme kanserine bagli 6liim orani ise gelismekte olan iilkelerde gelismis iilkelere gore
%17 daha fazladir. Meme kanserine bagli 5 yillik sag kalimin Afrika tilkelerinde %12,
Amerika, Avusturalya ve Kanada’da ise %90 oldugu gosterilmistir. Istatistiklere gore
2012 yilinda 1.7 milyon yeni vaka gelisecegi ve 552.000 meme kanserine bagli 6liim
olacag bildirilmistir. Bu say1 2008’den 2012 yilina kadar %18 artis gostermektedir.
Amerikan Kanser Dernegi verilerine gore Amerika Birlesik Devletleri’nde her 8
kadindan birinde yagami1 boyunca meme kanseri gelisecegi ve 2013 yil1 igin 232.340
yeni vaka ve 39.620 liim olacag dngdriilmiistiir.* 2050 yilinda ise tiim diinyada meme
kanseri tanis1 alan kadinlarin sayisinin 3.2 milyon/yil olacagi ongoriilmektedir.
Insidans hizinin gelismekte olan iilkelerde batil1 yasam tarzinin giderek yayginlagmasi,
cocuk dogurma yasinin ilerlemesi ve sedanter yasamdan dolayr daha hizli artacagi

diisiiniilmektedir. 2

Meme kanseri tanisi diger kanserlere gore daha geng yasta konulmaktadir.
Meme kanseri i¢in ortalama tan1 yas1 61 iken, akciger kanseri i¢in 70 ve kolorektal
kanser i¢in 68’dir. Meme kanseri tanisi alan hastalarin %19’u 30-49 yaslar1 arasinda

tan1 alirken, tiim meme kanserlerinin %44’iine 65 yasindan dnce tan1 konulmaktadir.®

2.2 Meme kanserinin alt gruplari:

Meme kanseri artik tek bir hastalik olarak kabul edilmemektedir. Timor
hiicrelerinden edinilen molekiiler ve genetik bilgiler 1s18inda alt gruplara

ayrilmaktadir.®



Luminal A: Prevelanst %40’tir. Ostrojen reseptdrii (ER) + ve/veya
progresteron reseptorii (PR)+’tir. HER-2 negatiftir. Yavas biiyiir, daha az agresiftir ve

rekiirensi daha azdir. En iyi prognozlu alt gruptur.

Luminal B: Prevelanst %10-20°dir. ER (+) ve/veya PR+’tir. HER2+ (veya
HER2 — ama Ki67 yiiksek). Proliferasyon hizi yiiksektir. Luminal A ‘ya gore

prognozu daha kotiidiir. Hormon tedavisine yanit verir.

HER2 + grup: Prevelans1 %10’dur. insan epidermal biiyiime faktorii reseptor
2 (EGFR2) eksprese eder. ER ve PR negatiftir. Agresif seyirlidir. Yiiksek gradelidir
ve lenf noduna metastaz riski yiiksektir. Sag kalim kisadir. Hedefe yonelik tedavi sansi

mevcuttur.

Bazal benzeri alt grup: ER ve PR (-)‘tir. Miyoepitel ya da bazal hiicreleri

kodlayan genlerde artmis ekspresyon mevcuttur. Prognozu kétiidiir.

Uclii negatif (TNBC): Prevelans1 %10-20’dir. ER(-), PR(-) ve HER2 (-) “tir.
Daha gen¢ yasta tani konulur. Afro-Amerikan kadinlarda daha siktir. BRCAI
mutasyonu olanlarda daha sik rastlanilir. Cerrahi sonrasi uzak metastaz riski ytiksektir.
Kisa donem prognoz kotiidiir. Hedefe yonelik tedavisi yoktur. %71-90’11ik kismi1 bazal

benzeri alt gruba aittir.

Inflamatuar meme kanseri: Diger 5 gruptan tamamen farklidir. Dermal
lenfatik kanallara tiim6r embolisi sonucu olur. Memede hassasiyet ile seyreder ve ileri
evrede tani konulur. Tan1 aninda hastalarin ¢ogunda aksiller lenf nodu ve %35’inde

uzak metastaz mevcuttur. Bu grup hastalarin %50°de HER2’(+)’tir.

2.3 Risk faktorleri:

Yas: Geng yasta tan1 konulmasi kotii prognostiktir. Bu hastalarda tiimor boyutu
daha biiyiik olup lenf nodu tutulumu mevcuttur. Calismalarda 6zellikle 45 yas altinda

tam alanlarda sag kalimim daha kotii oldugu gosterilmistir.

Menstruasyon dongiisii: Erken yasta menarj, hormon reseptorii (+) (HR)
meme kanseri riskini artirir. Geg yasta menapoza girmek de yine meme kanseri riskini
artirir. Menarj ve ilk dogum arasindaki siire, TNBC riski ile dogru orantili iken hormon

reseptorii igeren meme kanserleri riski ile ters orantilidir.®



Parite ve laktasyon: Gebelik sayisi arttikga HR(+) meme kanseri riski azalir.
[k gebelik yasinin ge¢ olmasi ise HR(+) kanserlerde riski artirir. Her gebeligin ER(+)
kanser riskini %7 azalttig1 gosterilmistir.! Laktasyon agisindan ise daha az sayida
caligmada HR(+) kanserler ile ters orantili iliski bulunmustur. TNBC’lerle iligkisi
HR(+) kanserler kadar belli olmamakla beraber, birka¢ gozlemsel ¢alismada parite ile
TNBC arasinda ters orantili iliski oldugu gosterilmistir.>" Ayrica galigmalarda
laktasyon ve triple negatif meme kanseri arasinda da ters orantili iligki oldugu

gdsterilmistir.®

Hormon kullammi: Postmenapozal donemde hormon replasman tedavisi
alanlarda HR+ meme kanseri riskinin arttig1 gosterilmistir. Hormon replasman tedavisi
ile TNBC iliskisi net olmamakla beraber Tamimi ve arkadaslarinin yaptigi calismada

daha énceden aliman hormon tedavisinin TNBC riskini artirdig1 gdsterilmistir.®
Cinsiyet: Kadin cinsiyette daha sik goriillmektedir.

Aile hikayesi: Meme kanserlerinin %10’u genetik nedenlere baglhdir.
Kromozom 17 ve 13’{in uzun kollarinda bulunan BRCA1 ve BRCA2 genleri yiiksek
riskli aileleri tanimlamaktadir. Genetik mutasyona bagli meme kanserlerinin ¢ogu 65
yasindan Once ortaya c¢ikar. Bu kisilerde over, kolon, prostat ve diger kanser
insidanslar1 da artmistir. Bilateral meme kanseri olan, meme kanseri ile birlikte baska
bir epiteliyal kanseri de olan ve geng yasta tan1 konulan hastalarda genetik mutasyon
tagima olasilig1 artmaktadir. Birinci derece akrabasinda meme kanseri olan kisilerde

meme kanseri riski 2-3 kat artmaktadir. °

Etnik koken: Meme kanseri insidansi gelismis tilkelerde ve sosyoekonomik
seviyesi yiilksek kadinlarda daha yiiksektir. 2003-2007 yillar1 arasinda meme
kanserinden 6liim Afro-Amerikan kadinlarda en yiliksek iken, Asya ve Pasifik kokenli

kadimlarda en diisiiktiir.°

Yasam tarzi: Giiclii bir iliski oldugu gosterilememis olsa da, yagli beslenme
ile meme kanseri riski arasinda iliski oldugu diisiiniilmektedir. Obezite, meme kanseri
riskini 2 kat artinir. Baz1 c¢alismalarda alkol alimi ile meme kanseri riski arttigi

gosterilmistir ancak sonuglar net degildir. °



Daha onceden benign meme hastahigi varhgi: Atipik epiteliyal hiperplazisi
olan kadinlarda meme kanseri riski 4-5 kat artmistir. Hem bu degisikligi olan hem de

es zamanli aile hikayesi olan kadinlarda ise risk 9 kat artmaktadir.®

Radyasyon: Ikinci Diinya Savasi sirasinda radyasyona maruz kalan geng
kadinlarda meme kanseri riskinin iki katina ¢iktig1 gosterilmistir. Hizli meme gelisimi
sirasinda radyasyon maruziyeti, daha sonraki donemde meme kanseri gelisme riskini

artirmaktadir.®

2.4 Kanser ve kemokin iliskisi:

Kemokinler, lenfoid organ gelisimi ve immdiin hiicre hareketlerini kontrol eden
kiigiik proteinlerdir.'®!? Kemokinlerin, inflamasyon sirasinda 16kosit kemotaksisinin
uyarilmasi, lenfoid doku gelisimi, hemostazin saglanmasi, hiicre proliferasyonu,
hematopoiezin saglanmasi, virlis/hiicre iliskisi, anjiogenez, neovaskiilarizasyon ve

11,12,13,14,15,16,17

kanser metastazi gibi rolleri mevcuttur. Kemokinler, sitokin

sliperailesine ait en biiyiik grup olup ilk iki N-terminal sistein (C) rezidiilerinin protein

sekans1 icindeki yerlesimine gore kendi i¢lerinde 4 ana gruba ayrilirlar:'?18

a) CC kemokinler
b) CXC kemokinler
c) XC kemokinler
d) CXsC kemokinler
Kemokin reseptorleri 7 transmembran domaine sahip G protein iligkili
reseptorler olup, CCR ailesine ait 10 adet, CXCR ailesine ait 7 adet reseptor
bulunmaktadir. Bunlarin yanisira XCR1, CCRL1, CCRL2 ve CX3CRI1 reseptorleri de
mevcuttur. Kemokin sisteminde ayrica sessiz reseptorler bulunur. Bu sessiz reseptorler
ligandalarina yiiksek affinite ile baglanmalaria ragmen sinyal iletimi saglamazlar.
Gilintimiizde 50 farkli kemokin, 20 kemokin reseptdrii ve 4 tane sessiz reseptor
bulunmaktadir.’?> Kemokin, reseptoriin ekstraseliiler domainine baglaninca reseptor
yapis1 degiserek intraseliiler kismin baglanmasina ve heterotrimerik G proteinlerinin
aktiflesmesine yol acar. Boylece kaskad aktifleserek kalsiyum mobilizasyonu,
ekstraseliiler protein kinaz, fosfolipaz-cf, fosfatidilinozitol 3-kinaz, RAS, GTPaz,

p21-aktive edilmis kinaz ve NF-KB aktivasyonu saglamr.!! Pek ¢ok sitokin ayni



reseptore baglanir, bu da spesifik yanitlarin olugmasi agisindan onemlidir. CC
reseptorleri CXC reseptorlerine gore daha az secicidir. Lokositler tizerinde farkl
kemokin reseptorlerinin eksprese olmasi sayesinde belli kosullarda spesifik hiicre
tiplerinin ortama toplanmasi ve boylece uygun ve etkili immiin yanitin olusturulmasi
saglanir. Kemokinlerin ve reseptdrlerinin uygunsuz ekspresyonu otoimmiin ve

inflamatuar hastaliklara ve kanser gelisimine neden olmaktadir, 21819

Tiimo6r dokusu birbiri ile karisik sinyalizasyon sistemi araciligi ile iletisim
kuran pek cok hiicre tipinden olusmaktadir. Bu tiimor mikrogevresinde, hiicre gocti ve
hiicre-hiicre iliskisinden esas sorumlu yapilar kemokinler olup tiimor gelisimine yol
acarlar. Tiimor mikrogevresindeki bu kemokinler; tiimor hiicreleri, immiin hiicreler ve
stromal hiicreler tarafindan eksprese edilirler. Belli bir kemokine yanit olarak farkli
immdiin hiicreler, tiimor mikrogevresine goc eder ve tlimore karst immiin yaniti regiile
ederler. Ayrica kemokinler, timor mikrogevresinde timor hiicreleri ve stromal
hiicreler {izerinde de etkilidirler. Bu 06zellikleri ile tiimdr hiicrelerinin
proliferasyonunu, kanser kok-hiicresi benzeri oOzelliklerini, kanser invazyonu,
anjiogenez ve metastazini regiile ederler. Sonug¢ olarak bu mikrogevrede bulunan
kanser ve konak hiicreleri pek ¢ok farkli kemokin salinimina yol acarak, anti-timor ve
pro-timor yanitlar1 dengeleyen farkli hiicre tiplerinin gogiline ve aktivasyonuna yol

acarlar.'>18

2.4.1 Direkt pro-tiimor etkileri:

CCL2, CCL3 ve CCL5 kemokinler tiimér invazyonu ve metastazinda gorev
gortir. CCL2, Janus kinaz 2 — STATS ve p38 mitojen aktive edilmis protein kinaz
yolaklarin1 kullanarak tiimor vaskiilarizasyonu ve metastazindan sorumludur. Bu ii¢
kemokin ayni zamanda monositlerden matriksmetalloproteinaz (MMP) 9 salinimina
yol acarak matrix yikimini ve bdylece tiimor ekstravazasyonuna neden olurlar. CCL2
ve CCLS5, kanser hiicrelerinde proliferasyon, motilite ve epiteliyal-mezenkimal

transizyondan sorumludurlar,10:202122.23.24

CCL18, meme, pankreas, over ve prostat kanserlerinde tiimor hiicrelerinin
invazyon ve metastazini indiikler. Mide kanserinde ise yliksek seviyede bulunmasi iyi

prognostik dzelliktir,0-2425:26



CCRY ekpsresyonu tiimorii kemoterapi direngli hale getirip, timor
hiicrelerinden MMP salinimini artirarak invazyona yol agar. CCL25 ise CCR9™ timor

hiicrelerinin ortama ¢ekilmesinde ve metastazin gelismesinde rol oynamaktadir. %2728

CXCLS, vaskiiler endotel hiicrelerini hedef alarak anjiogenezi artirir. Boylece
tiimor hiicrelerinin invazyonu ve migrasyonu ger¢eklesirken, hipoksi ile indiiklenmis

tiim&r apopitozisine direng gelistirilmesi saglanir, 230

CXCL12 de vaskiiler endotel hiicrelerini hedefleyerek tiimor anjiogenezi,
ayrica timor hiicre proliferasyonu ve tiimér sag kalimindan sorumludur. CXCR4"
tiimor hiicrelerinin kok hiicre benzeri 6zellikleri mevcuttur, bu nedenle yiiksek
metastatik 6zellik ve radyoterapi direnci gosterirler. CXCL12-CXCR4 sinyalizasyon
yolaginin  kanser  hiicrelerinde  invazyon ve  metastaza yol  actigi

diistiniilmektedir.10:31:32:3:34,35

BRAK olarak da bilinen CXCLI14, farkli tiimor tiplerinde farkli etkilere
sahiptir. Pankreas ve prostat kanserlerinde CXCL14 seviyesi yiiksekken meme,
bobrek, servikal ve bas-boyun kanserlerinde CXCL14 seviyesi azalmugtir,36:37:38.39.4041
Dolayistyla meme kanserinde CXCLI14 uyariminin olmamasi tiimor biiyiimesi,

metastaz ve invazyonu azaltir, 04142

CXCL17; monosit ve endotel hiicrelerinde vaskiiler endoteliyal biiyiime
faktoriiniin (VEGF) uyarimini artirarak, anjiogenez aracili tiimdr bilylimesine yol

acar. /344

CXCR?7 eksprese eden tiimor hiicreleri prostat, meme ve akciger kanserlerinde
adezyon, invazyon ve survivaldan sorumludur.®® CXCR7 sinyalizasyonu ayrica

CXCLS8 ekspresyonunu artirarak dolayli yoldan anjiogenezi uyarir.*

Tiimor biiyiimesi ve progresyonu iizerine etkileri:

Kemokinler tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu ve sag kalimini birkag¢ yolak
ile saglarlar. Kemokin reseptdrlerinin timor hiicrelerine baglanmasi ile mitojen ile
aktive edilmis protein kinaz (MAPK)/ ekstraseliiler sinyal ile regiile edilmis kinaz
(Erk) sinyal yolag: aktifleserek biiylimeyi indiikleyen genler aktiflesir. Kemokinler

ayni zamanda tiimor hiicreleri igerisinde pro ve anti-apopitotik proteinlerin dengesini



degistirerek tiimdr hiicrelerinin sag kalimint artirir. Bunu da Mdm2 ekspresyonunu
artirip Bcel-2 ekspresyonunu azaltarak ve kaspaz 3 ve 9’un aktiflesmesini inhibe ederek
yaparlar.*?>*” Timér hiicreleri aym1 zamanda biiyiimelerini artiran kemokinler de
salgilarlar ve bu kemokinlerin reseptdrlerinin fazla salgilanmasi bilyliimeyi uyarict
kemokinlerin etkisi ile tiimér hiicrelerinin daha fazla boliinmesine yol acar.'> Meme
epitel hiicrelerinde normalde eksprese edilmeyen CXCR4’iin meme kanseri
hiicrelerinde ekpresyonu bu kanserli hiicrelerin CXCL12’ye yanitini artirir. CXCL12
de tlimor hiicrelerinin daha dnce de bahsedildigi lizere proliferasyonunu, anjiogenezini
ve sag kalimimi artirir. 12484 Tiimor mikrogevresindeki stromal hiicreler, kanser iliskili
fibroblastlar ve makrofajlarin da tiimor biiyliimesinde rol oynayan kemokinleri

salgiladiklari gosterilmisgtir, 505152

Anjiogenez iizerine etkileri:

Anjiogenez tiimdr progresyonunda hiz kisitlayici basamaktir; ¢ilinkii timor
hiicrelerinin hizli bir sekilde prolifere olabilmesi adina neoanjiogenezi hizlandirmasi
ve biliylime i¢in gerekli oksijen ve besinleri tedarik etmesi gerekmektedir. Bu nedenle
kemokin ve reseptorlerinin anjiogenezde dnemli bir rolii vardir. Kemokinler endotel
hiicreleri tizerinde bulunan kemokin reseptorlerine baglanarak migrasyonu ve
proliferasyonu artirip apopitozisi inhibe ederler. En giiclii anjiogenik kemokin
CXCL12’dir. CXC grubu kemokinler N-terminal uclarinda ELR(Glutamik asit-16sin-
arjinin) olup olmamasina gore 2 alt gruba ayrilir. ELR* CXC kemokinler (CXCL1,
CXCL2, CXCL3, CXCLS5, CXCL6, CXCL7,CXCL8) CXCR1 ve CXCR2 reseptorleri
tizerinden anjiogenezi  stimiile ederken, ELR™ CXC kemokinler ise
( CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL14) anjiogenezi inhibe ederler.
CXCL12 ise ELR (-) olmasina ragmen en giiclii anjiogenik kemokindir.'? CXCLS8 ve
CXCL12, VEGF’i aktive ederek anjiogenezisi uyarirken bazi kemokinler tiimor
mikrogevresine anjiogenik faktor lireten 16kositlerin gogiinli uyararak anjiogenezisi

uyarir.>

CXCL4 ve CXCL10 gibi kemokinler ise anjiogenezisi inhibe ederler. Bunu da

temel fibroblast biliylime faktorii (bFGF)’nii, VEGF indiiklenmis anjiogenezisi ve

endotel hiicre proliferasyonu ile kemotaksisi inhibe ederek yaparlar,>+>>657



Metastaz iizerine etkileri:

CXCR4 ve bunun ligandi olan CXCLI12’nin metastazda rolii oldugu
gosterilmigtir. CXCR4/CXCL12 aksinin bloke edilmesi meme kanserinin akcigerlere
metastazin1 engelledigi gdsterilmistir.®® CXCR4/CXCLI2 aksmin ayni zamanda
prostat kanseri, akciger kanseri ve glioblastom metastazlarinda da rolii oldugu
gosterilmistir.>® Metastaz gelisimi i¢in tiimor hiicrelerinin lenfatik dolasima gegmesi
kritik 6neme sahiptir ve bu asamada CCR7 ve bunun ligandi olan CCL21 gorev
goriir.® Ayn1 zamanda lenfatik endotel hiicreleri tarafindan subkapsiiler siniiste
tiretilen CCL1 de CCR8" tiimér hiicrelerini lenf nodlarina ¢ekerek metastaz gelisimine

yol agar.®?

Bazi immiin hiicre gruplar1 efektor hiicrelerin fonksiyonlarini suprese ederek
timdr biliylimesine yol agarlar. Timor hiicreleri biiyiimek icin salgiladiklari bazi
kemokinler aracilig1 ile bu immiin hiicrelerin toplanmasina yol agarlar. Hem dogal hem
de kazanilmis bagisiklik sisteminin major inhibitorii olan regiilatuar T hiicrelerinin
(Treg) varlig1 kanser hastalarinda kotii prognozla iliskilidir.®? Over kanserinde timér
icerisinde artmis CCL22 ve CCL28 ekspresyonu, sirasiyla CCR4" ve CCR10*
Treglerin ekpresyonunu artirarak antitiimor etkileri baskilarlar ve VEGF {izerinden
anjiogenezi artirirlar.%® Ayni zamanda, meme kanseri modellerinde CCR4* Treg’lerin
dogal oldiirticii (NK) hiicrelerin apopitozisini artirarak metastaz1 indiikledigi

gdsterilmistir.®*

Bununla birlikte tiimor iligkili makrofajlar (TAM) ve miyeloid kokenli
supresOr hiicreler (MDSC), hem NK hem de T hiicre iliskili antitimér aktiviteyi
baskilarlar. Ayrica tiimor dokusuna Treg gociinii artirip protiimor etkiyi artirirlar.
CCR2/CCL2, CCR5/CCL5, CXCR2/CXCLS5 ve CXCR4/CXCL12 gibi kemokin ve
kemokin reseptorlerinin TAM ve MDSC olusumunu, toplanmasini ve supresif

aktivitelerini artirdiklar1 gosterilmistir. %56

2.4.2 Direkt anti-tiimor etkileri:

Olen kanser hiicreleri immiinojenik olup anti-tiimér immiin yamt: indiikler.
CXCLS, olen kanser hiicrelerinin immonojenitesini kalretikiilini hiicre zarina dogru

tagtyarak artirir. Hiicre ylizeyindeki kalretikiilin hiicrelerin immiinojenitesini artirarak
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bu hiicrelerin fagositozunu uyarir. CXCL9 ve CXCLI10 endojen timor anjiogenez
inhibitorleridir. CXCL10 hem CXCLS iligkili hem de bFGF iliskili anjiogenezisi

inhibe eder,10:67.68,69

Kanser hiicrelerinin viicuttan temizlenmesinden sorumlu immiin hiicrelere
efektor hiicre ad1 verilir. Bu hiicrelerden en 6nemlileri NK hiicreler, yd T hiicreler ve
efektor CD4+ ve CD8+ T hiicreleridir.? Efektor hiicreler timor mikrocevresine g0¢
ederek kanser hiicrelerinin temizlenmesinden sorumludurlar. Bu go¢iin saglanmasinda
kemokinler rol oynar. CXCR3 ve bunun ligandlari olan CXCL 9 ve CXCL10, yardime1
T lenfosit-1 (Th1) iliskili immun yanit gelismesini saglar.”® Thi-iliskili immiin yanit,
efektor hiicrelerin antitimor hiicresel immiin yanitinda rol oynar. CXCR3 iligkili
immiin yanit, timor mikrogevresine NK, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin tiimore
gbclinii saglayip bu hiicrelerden salgilanan interferonlar CXCL 9 ve CXCLI10
aktivitesini artirir.”* CXCR3 ayn1 zamanda makrofaj polarizasyonundan sorumlu olup
farelerde deneysel meme kanserinde CXCR3 eksikliginin tiimor bliyiimesini artirdigi
gosterilmistir.’? Bunlarin yan1 sira CCRS ve bunun ligandi olan CCL5 de antitiimor

etkili immun hiicrelerin toplanmasini saglar. "

2.5 Tiimor dokusunda kemokin ekspresyonunun diizenlenmesi:

Kanserde kemokin ekspresyonu intrensek genetik ve epigenetik mekanizmalar

ve tiimor mikrogevresindeki ¢evresel faktorlerle diizenlenir.

2.5.1 Epigenetik mekanizmalar:

Insan over ve kolon kanserinde PR3 kompleksi ve DNA metilasyonu aracilig
ile Thl tipi kemokin ekspresyonu suprese edilerek tiimor mikrogevresine efektér T
hiicre go¢ii engellenir.”>™* Akciger kanserinde ise CXCL14 ekspresyonu DNA
metilasyonu ile suprese edilir ve CXCL14 ekspresyonunun arttirilmasinin, timor
biiyiimesinde azalmaya yol actig1 gdsterilmistir.” Bir diger epigenetik mekanizma ise
histon deasetilaz 1 enziminin niikleer faktor—kf3 (NF—«p) ile etkilesimi sonucu CXCLS8

ekspresyonunun supresyonudur.®

2.5.2 Genetik mekanizmalar
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Genetik mutasyonlar da kemokin reseptorlerinin  ekpresyonunu ve
fonksiyonunu etkiler. Melanom ve kolon kanseri hiicrelerinde CXCR4 geninde nokta
mutasyon saptanmistir. Bu mutant reseptorii eksprese eden tiimorlerin in vivo olarak
biiyiimelerinin yavasladig1 gosterilmistir.’® Rabdomyosarkomda ise PAX3 ve FKHR
genlerinin mutasyonu artmis CXCR4 ekspresyonu ile iligkili bulunmustur. Bu mutant
geni tastyan rabdomyosarkom hiicrelerinin in vitro olarak invazyon kapasitelerinin
arttigr gosterilmistir.”” PRC2 kompleksi iliskili epigenetik sessizlestirme ve B-katenin
sinyalizayon yolaklar1 tiimorlerin intrensek tiimdrojenik mekanizmalart olup kanser
mikrogevresi ve kok hiicre benzeri biyolojik aktivite ile iliskilidirler. Bu mekanizmalar
kemokin ekspresyonunu ve dolayisiyla timor dokusuna immiin hiicre infiltrasyonunu
kontrol ederler.’’ Bu intrensek mekanizmalarin manipiilasyonu, tiimér dokusuna T

hiicre infiltrasyonunu artirarak tiimor boyutunda gerilemeye yol agabilir.

2.5.3 Cevresel faktorler

Kanser mikrogevresindeki hipoksi durumunda hiicrelerin hipoksiye yaniti
olarak hipoksi ile indiiklenen faktor-1 (HIF1) transkripsiyon faktorii salgilanir. Bu
transkripsiyon faktorii over tiimdr hiicrelerinde, fibroblastlarda ve hematopoietik kok
hiicrelerde CXCL12 ekspresyonunun artmasina neden olur. HIF1 ayni1 zamanda timor
iliskili miyeloid hiicrelerde ve tiimor hiicrelerinde CXCR4 ekspresyonunda artisa
neden olur. Rabdomiyosarkom hiicrelerinde ise CXCR7 ekspresyonunu artirir. Sonug
olarak hipoksi belli kemokinlerin ve reseptorlerinin ekspresyonunu diizenleyerek

tiimor immiinitesini etkiler.®

Kanser hiicreleri aerobik glikolizasyon yaparlar. Aerobik glikolizasyon sonucu
ortaya ¢ikan laktik asit, NF—«f’y1 aktive ederek vaskiiler endotel hiicrelerinde CXCL8
ekspresyonunu artirir. Bu durum da meme ve kolon kanserlerinde anjiogenez artisina
neden olur. Meme kanserinde reaktif oksijen radikallert CXCL14 ekpresyonunu artirir,

bdylece tiimor motilitesi ve sonugta invazyonunda artis meydana gelir. "

Hormonlar da kemokin ekspresyonunu etkiler. Meme kanseri hiicrelerinde

ostrojen ile CXCR4 ve CXCL12 ekspresyonu artarken CXCR?7 suprese olur.”
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Tiimoér mikrogevresinde bulunan mikrobiatanin kemokin ekspresyonunu
etkiledigini gosteren herhangi bir kanit yoktur. Tiimor mikrobiatasinin 6zellikle kolon

kanserinde timdr immiin yanit1 {izerine etkileri oldugu diisiiniilmektedir.°

2.6 Kemokinlerin kanser tedavisindeki rolii:

Timor mikrogevresinde bazi kemokinlerin varligi kanser tedavisinin
etkinligini belirler. Ornegin farelerde deneysel olarak yaratilan fibrosarkom
durumunda verilen antrasiklin tedavisinin CCL2 ekspresyonunu artirarak etki
gosterdigi gosterilmistir.® Melanomda verilen kemoterapinin ise tiimérlii dokuya
efektor T hiicre gociinii saglayan CXCR3 ve CCLS5 ekspresyonunu artirdigi

gdsterilmistir. 8

Kemokinlerin tedavi etkinligini artirmasinin yanisira tedavi direnci yaratmada
da rolleri vardir. Ornegin bir meme kanseri modelinde doksorubisin ve siklofosfamid
kemoterapisinin CXCL1 ve CXCL2 ekspresyonunu artirdigi, bdylece tiimor
mikrocevresine supresdr miyeloid kokenli hiicre gogiine yol agip tiimdr sag kalimini

ve metastazini artirdig1 gosterilmistir.?

Son yillarda hem inflamatuar hastaliklarda hem de kanser tedavisinde hedefe
yonelik tedavi ¢alismalar1 hiz kazanmaktadir. CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, CXCL9
ve CXCL10 kanserde fazlasiyla ¢alisilan kemokinler olup bu kemokinleri ve bunlarin
reseptorlerini hedefleyen tedavilerin kemoterapi ile kombinasyonu antitiimoral immiin
yanit1 artirabilecegi diistiniilmektedir. CCL2, CCL3 ve CCLS, CCR1, CCR2, CCR3
ve CCRS reseptorlerine baglanarak imminsupresif myeloid hiicrelerin timor
dokusuna g¢ekilmesine neden olur. Bu reseptorlerin blokaji bu islevi onlemektedir.
CCL2, CCL3 ve CCLS sinyalizasyonunun blokaji farede meme, akciger ve over
kanserlerinde metastaz ve anjiogenezisi suprese ettigi goOsterilmistir. Bunu
destekleyecek sekilde meme kanseri modelinde CCL2 nétralizasyonunun ortadan
kalkmasi, hizli metastaz gelisimine ve fare dliimiine yol agmistir. Bu nedenle bu
tedavinin kemoterapi ile kombine verilmesi gerektigi onerilmistir.2%8 CXCL9 ve
CXCLI1O0 ise tiimorli dokuya NK ve efektdor T hiicre goclinden sorumludur. Bu
kemokinleri kodlayan genlerin epigenetik olarak sessizlesmesi tlimor dokusuna daha

az T hiicre infiltrasyonuna yol acar. Bu nedenle epigenetik tekrar programlanma
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yapilarak bu kemokinleri kodlayan genlerin epigenetik sessizlestirilmesi
engellenebilirse, tiimér mikrogevresine efektér T hiicre gog¢li artirilarak
immiinoterapinin etkinligi artirilabilir.’® CXCR4-CXCL12 sinyalizasyonunun blokaji
ise timdr anjiogenezisini, invazyonunu ve tiimorle indiiklenen immiinsupresyonu
ortadan Kkaldirir. Anti-CXCR4 ve anti-CXCL12 antikorlarinin preklinik ¢aligmalarda
metastazi, timor yiikiinii ve tiimor ekstravazasyonunu azalttigi gdsterilmistir.08
CXCL8-CXCRI1 sinyalizasyonu, tiimodr anjiogenezisi ve tiimor dokusuna inflamatuar
hiicre gogiinden sorumludur. Bu yolagi bloke eden stratejiler ile tiimor mikrogevresi
hedeflenebilir. Repertaksin, CXCR1 ve CXCR2’nin yarismasiz inhibitoriidiir. Esas
olarak CXCLS8’1 bloke ederek miyokard enfarktiisii ve stroke sonrasi gelisen doku
hasarinin azaltilmasinda etkilidir; ancak bu ilacin kanser tedavisindeki yerini arastiran

daha fazla galigmaya ihtiyag vardir 10848

2.7 Kemokinlerin meme kanserindeki yeri ve 6nemi:

Meme kanseri hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde bir toplum
sagligt sorunu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumla miicadelede hastalik
patogenezinin molekiiler basamaklarinin aydinlatilmasi, hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesine ve sonugta tedavide daha basarili sonuglarin elde edilmesine olanak
saglayacaktir. Son yillarda kemokinlerin ve reseptorlerinin tiimor patogenezindeki
rollerinin anlagilmas1 meme kanseri gelisiminde bu proteinlerin 6nemini artirmaktadir.
Kemokinler sadece protiimoral bir cevre yaratmakla kalmazlar ayrica tiimor

progresyonu ve organ hedefli metastazlarin da ortaya ¢ikmasinda rol oynarlar.®
2.7.1 Meme kanseri hiicrelerinin cogalmasinda kemokinlerin rolii:

CCL2 hem tliimor hiicrelerinden hem de tiimoral mikrocevreden salgilanan
monosit, hafiza T lenfosit ve NK hiicrelerinin géclinden sorumlu gii¢lii bir kemotaktik
faktordiir. CCR2 ve CCR4 reseptorleri aracilign ile indirekt olarak anjiogenezi ve
tiimor iliskili makrofaj infiltrasyonunu artirarak tiimoéral biiyiimeyi uyarir.®” CCL2
ayn1 zamanda kanser kok hiicre fenotipinin olusmasini saglar. Bu kanser kok hiicreleri
kendilerini yenileyebilen dolayisiyla kemoterapi ve radyoterapiye direngli hiicreler

olup metastaz gelisimine yol agarlar.8%
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Meme kanserinin progresyonundan sorumlu bir diger kemokin ise
CCL20°dir.®® CCR6 reseptoriine baglanarak lenfosit ve dendritik hiicreleri hedefler.
Yiiksek CCL20 seviyesi artmis Siklin E diizeyi ve azalmig p27 (Siklin D’nin

inhibitorii) diizeyi yaratarak hiicre proliferasyonunu uyarir.

CXCL8 de hiicre siklusunu uyaran bir kemokindir. Bu kemokinin
sessizlestirilmesi ile Siklin D1 baskilanarak hiicre bolinmesi G1’den S evresine
gecemez.® Meme kanser kok hiicrelerinin CXCR1 eksprese ettigi ve CXCRI1’e

CXCLS8 baglanmasi ile bu kok hiicrelerin aktivitelerinin arttig1 gdsterilmistir. %

CXCLI14 ise normal meme dokusu tarafindan yiiksek oranda eksprese edilen
ancak meme kanser hiicrelerinde ekspresyonu azalan bir kemokin olup meme
kanserinin biiylimesini ve metastazini engeller. CXCL14 ekspresyonunun artmis hasta

sagkalimi ve azalmis metastaz insidansi ile iliskisi oldugu diisiiniilmektedir. %

2.7.2 Tiimor mikrocevresinde kemokinlerin rolii:

Tiimo6r mikrogevresindeki makrofajlar, bir seri biiyiime faktorii ve sitokinin
etkisi ile timor iliskili makrofaj (TAM) haline gelerek anjiogenik ve
immiinomodiilatuar etkiler ortaya c¢ikarirlar. CCL2, monositler i¢in gili¢li bir
kemoattraktandir. CCLS (RANTES) de tip 2 yardime1 T lenfositlerin ve eozinofillerin
CCR1, CCR3 ve CCRS reseptorleri araciligr ile tiimor mikrogevresinde toplanmasina
yol agar. Bu iki kemokin normal meme dokusunda az miktarda eksprese olurken
primer timor hiicrelerinde, tiimdr ile infiltre lenf nodlarinda, uzak metastazlarda ve
tiimore komsu hiicrelerde ekspresyonlar1 artar.3%8” CCL2 diizeyi arttikca tiimor
mikrogevresindeki TAM diizeyi artar. CCL2’yi nétralize eden antikorlar varliginda

TAM diizeyi, anjiogenez ve tiimdr bilyiimesi azalir.%

CCL19, CCL20 ve CCL21 ise dendiritik hiicre trafigini kontrol ederek
antitiimoral etki gosterirler.®® Ayni sekildle CXCL9 ve CXCL10’da timor
mikrogevresinde aktive T lenfositlerin ve NK hiicrelerinin toplanmasini artirarak ve
anti-anjiogenik etki yaratarak antitiimoral etki gosterirler.** CXCL12’nin de CD8*

sitotoksik T lenfositlerin aktivitelerini artirdigi gosterilmistir.

CX3CLI1, CX3C kemokin alt grubunun tek eleman1 olup monosit, T lenfosit

ve NK hiicrelerinin ylizeyinde bulunan CX3CR1 reseptorii lizerinden antitiimoral etki
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gosterir ve artmis CX3CL1 diizeyinin daha uzun hastaliksiz sag kalim siiresi ile iligkili

olabilecegi diisiiniilmektedir.%®

Bunlarin aksine, Treg infiltrasyonu kotii prognozla iligkilidir. Treg’ler interlokin-
10 (IL-10) ve TGF-B salgilayarak hem antijen sunucu hiicrelerin maturasyonunu
engeller hem de sitotoksik T lenfositler ile NK hiicrelerinin sitotoksik etkilerini azaltir.
CCL22’nin mide, o6zefagus ve over kanserlerinde Treg infiltrasyonunu artirdig
gosterilmistir.?*%"% [nsan meme kanser hiicre gruplarinda CCL22nin diisiik bazal
seviyelerde salgilandigi ancak inflamatuar sinyallere cevaben seviyesinin arttigi

bildirilmistir.2
2.7.3 Anjiogenezde kemokinlerin rolii:

CXC kemokin alt grubunda anjiogenik ve anti-anjiogenik kemokinler bulunur.
Anjiogenik kemokinler; CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5,CXCL6 ve CXCLS8dir.
Bu kemokinler anjiogenik etkilerini CXCR2 reseptorii iizerinden gosterir veya tek
baslarina ya da VEGF gibi anjiogenik faktorlerle birlikte anjiogenezi artirirlar.®® En
potent anjiogenik kemokinlerden biri olan CXCLS8’in transkripsiyonunun ve
sekresyonunun dstrojen tarafindan artirildigr gosterilmistir.®® CXCLI2 bir ELR- CXC
kemokin olmakla beraber diger ELR™ kemokinlerden farkli olarak anjiogenik etki
gosterir. Bunu da endotel hiicre migrasyonu ve proliferasyonunu uyarip VEGF

salinimini artirarak yapmaktadir.%

Anti-anjiogenik CXC kemokinler ise CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11 ve
CXCL14’tir. CXCL4, CXCL9 ve CXCLI0 kemokinleri CXCR3 reseptoriine
baglanir. Boylece mikrovaskiiler endotel hiicre migrasyonu ve proliferasyonu

engellenir.®*

CCL2 ve CCL5’in tiimor mikrogevresine hiicre gociiniin saglanmasinin yani
sira anjiogenezi artirict gorevleri de bulunmaktadir. CCL2 hem direkt olarak endotel
hiicrelerini hem de VEGF, timidin fosforilaz ve CXCLS8 {izerinden anjiogenezi uyarir.
Ayrica timor mikrogevresine ¢ektigi TAM’larin sayisini artirarak, indirekt olarak

bunlarin salgiladig diger anjiogenik faktérler iizerinden anjiogenezi uyarir.®’
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Lenfatik metastaz gelisiminde anahtar basamak olan yeni lenfatik yolaklarin
gelisimi (lenfanjiogenez) ile, CXCL12’nin lenfanjiogenik endotel hiicreler lizerinde

kemoatraktan dzellik gostermesi arasinda iliski oldugu gosterilmistir. 2%

2.7.4 Metastazda kemokinlerin rolii:

CXCL12-CXCR4 aksi1 organ hedefli metastazda rol oynar. CXCL12, reseptorii
olan CXCRA4 ile baglanarak intraseliiler sinyal iletim yolaklarini ve efektor molekiilleri
aktive ederek kemotaksis, migrasyon ve adezyonu kontrol eder. Diisiikk CXCR4 igeren
hiicrelerin fareye enjeksiyonu ile metastaz gelismedigi, yikksek CXCR4 igeren
hiicrelerin ise uzak organ metastazi yarattig1 goriilmiistiir.’®* CXCL12 normal sartlarda
akciger, kemik, karaciger ve lenf nodlarinda eksprese edilir ve malign meme kanseri
hiicrelerinde CXCR4 ekspresyonunun artmasi ile bu malign hiicrelerin CXCR4
ligandina hareketi uyarilir.'®® Malign hiicrelerin nasil kan-beyin bariyerini gecerek
beyin metastazi yaptig1 net bilinmemekle beraber CXCLI12 eksprese eden merkezi
sinir sistemi hiicrelerinin metastatik meme kanseri hiicreleri i¢in kemoatraktan gorevi
gordiigii diisiiniilmektedir.!® TNBC, en agresif meme kanseri alt tipidir ve son yillarda
CXCR4 ekspresyonunun diger alt gruplara kiyasla TNBC’de en yiiksek oldugu
gosterilmistir.®6 CXCR4" hastalarin daha biiyiik tiimér yiikiine sahip oldugu, daha
yiiksek oranda metastaz yaptig1 ve daha kisa total ve hastaliksiz sag kalimlar1 olduklari

gdsterilmistir, 1%

Kemik metastazi gelisiminde osteoblastlar ve kemik iligi hiicreleri tarafindan
eksprese edilen kemokinlerin rolii oldugu diistinilmektedir. Osteoblastlarin
diferansiyasyonlari sirasinda mezenkimal kok hiicreleri CCL2 sekrete ederler ve bu
durumun kanser hiicrelerinin kemige gociinii uyardig diisiiniilmektedir.}%® CX3CL1,
kemik iligi endotel hiicrelerinin liimene bakan yiizlerinde membrana bagli olarak
bulunur. Bunun reseptorii olan CX3CR1 ise normal ve malign meme dokusu
tarafindan eksprese edilir. Meme kanseri varliginda ekspresyonu artan CX3CR1, bu

kanser hiicrelerini ligandina dogru gge zorlayarak kemik metastazina yol agar.'%

CCLS, CCL20, CXCL12 ve CXCR7, MMP ekspresyonunu artirarak
ekstraseliiler matriksin bozulmasina bdylece kanser hiicrelerinin mobilitesinin
artmasina yol acarak metastazi destekler. CXCL7’nin en yliksek heparinaz aktiviteye

sahip oldugu gosterilmistir,8993107
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CCL21 de reseptorii olan CCR7’e¢ baglanarak aktin polimerizasyonunu
aktiflestirir, psddopod olusumuna yol agar ve 6zellikle lenf nodlarina meme kanseri

hiicrelerinin adezyonunu saglar.%

Chen ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada ise tiimor iliskili makrofajlarin
CCLI18 irettikleri ve CCL18 ile invazyon yetenegi arasinda bir iligki oldugu

gosterilmistir, 18
2.8 Meme kanserinde karaciger metastazinda rol oynayan faktorler:

Meme kanseri, her ne kadar kadinlarda en sik 6liime neden olan kanser tiirii
olsa da 5 yillik sag kalim %99’dur. Ancak, hastalarin 1/3°1i uzak organ metastaz ile
tam1 alirken, uzak organ metastazi olanlarda 5 yillik sagkalim %23’e geriler.19%110
Meme kanseri en sik kemik, akciger, karaciger ve beyine metastaz yapar. Karaciger 3.
en sik metastaz yaptig1 solid organdir. Eger karaciger metastazi tedavisiz birakilirsa
ortalama yasam siiresi 4-8 aydir.!'! Karaciger dokusunda meme kanserinin olusumu
ve biliylimesi kompleks bir durumdur. Meme kanserinin akciger ve kemige
metastazinin molekiiler mekanizmasi detayl arastirilmissa da karacigere metastazinda
rol oynayan molekiiler mekanizmalar net degildir. Bu mekanizmalarin aydinlatilmasi

karaciger metastazi olan meme kanseri vakalarinda daha etkili tedavilerin

gelistirilmesi acisindan énemlidir.1®

2.8.1 inflamatuvar faktorler:

Meme kanser hiicrelerinin inflamatuvar kaskadi baglatabildigi ve bdylece
karaciger siniizoidal endotel hiicrelerine tutunabilirligi artirdiklari gdsterilmistir. 2
Metastaz sirasinda timor hiicrelerinin endotele tutunmasi olayr multifaktoriyel
olmakla beraber tiimor nekroz faktor-a (TNF-a) ile indiiklenen endoteliyal E-selektin
anahtar rolii oynamaktadir.!®® Ayrica, metastatik meme kanserli hastalarda artmis IL-
6 seviyesi meme kanseri hiicrelerinin proinflamatuvar bir mikrogevre yaratarak hiicre

adezyonunu ve karacigere timér invazyonunu artirdigimi desteklemektedir.%®
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2.8.2 Kemokin ve kemokin reseptorleri:

Meme kanser hiicreleri karaciger metastazint baslatan belli kemokin
reseptorlerinin ekspresyonunu yaparlar. Bunlardan en sik olan1t CXCR4’tiir. CXCR4
ligand1 olan CXCL12 ekspresyonu da karacigerde artmistir. Bu sonuglar
CXCR4/CXCLI12 yolagimin meme kanserinin karaciger metastazinda rol oynadigini
gostermektedir.1%1* CXCR4 ayn1 zamanda integrin-adezyon reseptdr sinyalizasyon
sistemini de etkileyerek karaciger metastazini indiikler. Aksiller lenf nodu metastazi
olan primer meme kanserli hastalarda CXCR4 ekspresyonundaki artisin, karacigere
metastaz riskini artirdigi gosterilmistir.!®® Deneysel fare calismalarinda CCL2’yi
nodtralize eden antikorlarin, meme kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve timor
iligkili makrofaj toplanmasim1 azaltarak karaciger metastazini engelledigi
gosterilmistir.}'® Meme kanseri mikrogevresi tarafindan salgilanan CCL5’in
karacigere metastaza yol agtigi calismalarda gosterilmistir. Bu sonug¢ Stormes ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da tiimor iliskili CCLS inhibisyonu ile karacigere
metastaz kapasitesinin azaltildiginin gosterilmesi ile kanitlanmistir. 7118 Sonug olarak
belli kemokinler ve bunlarin reseptdrleri meme kanserinin karacigere metastazinda rol
oynamaktadir. Porter ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise meme kanserinde
CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL6, CXCL8, CXCL20,CX3CL1, CCL2 ve CCL7 gibi
kemokinlerin kayboldugu gosterilmistir. Bu kemokinlerin karaciger metastazinda

rolleri olup olmadiklarimin aydinlatilmast i¢in daha fazla calismaya ihtiyag vardir.!t®
2.8.3 Hiicre adezyon molekiilleri:

Kadherinler: Primer meme kanserinde kanser hiicrelerinde epitelden
mezenkime transizyonun, artmis invazyon ve disseminasyon (yayilim) ile iligkisi
oldugu diisiiniilmektedir. Kanser hiicreleri metastaz yaptiklar1 dokuya gittikten sonra
gelisen bu transizyon, metastatik odagin kolonizasyonuna ve biiylimesine yol acar.
Meme kanser hiicrelerinde bir adezyon molekiilii olan E-kadherinin ekspresyonu
hepatositlere adezyonu artirir.’® Yapilan calismalarda E-kadherin eksprese eden
meme kanser hiicrelerinin karaciger metastazi yapabildigi ama E-kadherin (-)
tiimorlerin nadiren timor olusturabildikleri gosterilmistir.’?® Chao ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢calismada da karaciger mikrogevresinin meme kanser hiicrelerinde E-kadherin

ekpresyonuna yol actig1 ve bdylece metastaza neden oldugu bildirilmistir.1?* Bir diger
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kadherin olan N-kadherinin de karaciger metastazinda rolii mevcuttur. Hazan ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada meme kanseri enjekte edilen tiim fareler arasinda en
yiiksek N-kadherin seviyesine sahip olanlarin karaciger metastazi gelistirdigi

gdsterilmistir. 122

Integrin kompleksleri: Fibronektin ve kollajen-4 reseptérii gibi fonksiyonel
integrin komplekslerinin karaciger metastazi yapan meme kanser hiicrelerinin
yiizeyinde arttig1 gosterilmistir. Bu integrin komplekslerini bloke eden antikorlarin
varliginda ise meme kanser hiicrelerinin karacigere metastaz yeteneklerinin azaldigi

bildirilmistir.'?3

a. Epiteliyal hiicre adezyon molekiili (Ep-CAM): Ep-CAM bir
transmembran protein olup hiicre proliferasyonu, adezyonu, migrasyonu ve doku
biitlinliigiiniin korunmasinda gorev goriir. Benign meme dokusunda az miktarda
eksprese olur. Meme kanseri dahil pek ¢ok karsinomda ekspresyonu artar. Karaciger
metastazi dahil metastik meme kanserinde seviyesinin artmasi, metastaz gelisiminde

rolii oldugunu diisiindiirmektedir.%®

b. CD44: Kanser kok hiicreleri ilizerinde CD44 ckspresyonunun artmasi
adezyon, invazyon, apopitoza diren¢ ve metastazdan sorumludur. Erin ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada karacigere metastaz yapan meme kanser hiicrelerinde
CD44 ekspresyonunun en yiiksek oldugu gosterilmistir.1?* Ayrica serum CD44 v5 ve
v6’nin meme kanser hiicrelerinden salindig1 ve karacigere metastazi olan hastalarda

v6 seviyesinin arttig1 bildirilmistir.1?
Klaudinler:

Klaudinler komsu hiicreler arasindaki siki  baglanti komplekslerin
olusumundan sorumlu transmembran proteinlerdir. Klaudin-2’nin meme kanserinde
sadece rekiirrens riskini belirleyen degil ayn1 zamanda karacigere metastazdan da
sorumlu olan énemli bir prognostik belirte¢ oldugu gosterilmistir.*?® Klaudinlerin
meme kanserindeki rolleri karmagiktir. Bir yandan meme kanseri hiicresinde normal
dokuya kiyasla klaudin-2 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Dolayisiyla meme

kanserinde klaudin-2’nin tiimor baskilayict bir rol oynadigr disiiniilmektedir. Diger
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yandan klaudin-2, fibronektin ve tip 4 kollojen gibi ekstraseliiler matriks proteinlerine
adezyonu artirarak, karacigere metastazda rol oynamaktadir.® immiinohistokimyasal
analizler tiim karaciger metastazlarinda klaudin-2’nin pozitif oldugunu ancak primer
insan meme kanserinde ise zayif eksprese oldugunu gostermektedir. Tim bu
caligmalar klaudin-2’nin ekstraseliilermatrikse adezyonda ve karacigere metastazda
yeni tanimlanan rolleri oldugunu gostermektedir. Ayrica, klaudin-3, klaudin-4 ve
klaudin-7’nin de meme kanseri hiicrelerinin karacigere metastazinda rolii oldugunu

gdsteren ¢alismalar mevcuttur.%®

Hipoksi ile indiiklenen faktor ile iliskili genler:

Hipoksi ile indiiklenen faktorler (HIF) meme kanseri progresyonu, anjiogenez,
lokal doku invazyonu ve metastazdan sorumlu genlerin aktivasyonunda rol oynar.
HIF’ler tarafinca indiiklenen osteopontin ve vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii
karacigere metastaz gelisiminde rol oynar.'% Osteopontin, fosfoprotein yapisinda bir
hiicre adezyon molekiilii olup CCL5 ve MMP ekspresyonunu artirarak tiimor

bilylimesine ve metastazina yol agar.°

ER, PR ve HER2 durumu:

Koo ve arkadaslarinin yaptigi calismada ER (+) veya PR (+) ama HER2 (-)
meme kanserlerinde karaciger metastazinin daha sik oldugu gosterilmistir.*?” Yiiksek
serum HER2 diizeyinin varligi ve ER’nin negatif olmasi, progresyon ve mortalite
riskini iki katina ¢ikarir. Karaciger metastazi varliginda yapilan karaciger biyopsisi ile
ER,PR ve HER2 varliginin arastirilmasi daha etkili tedavi stratejisi olusturmasi adina

onemlidir. 1%

2.9 Karaciger rezeksiyonu ve rejenerasyonu:

Karaciger aynen cilt ve kemik iligi gibi rejenerasyon yolu ile iyilesir. Karaciger
rejenerasyonu hem hipertrofi hem de hiperplazi siireclerini igerir. Hepatik
rejenerasyon Ozellikle hasar, iskemi ve rezeksiyon sonrasi gelisirken, rezeksiyon
rejenerasyonun en giiclii stimiilatoriidiir.'?® Karacigerde rejenerasyon, karaciger
dokusunda bulunan tiim hiicrelerin (hepatosit, ITO hiicreleri, endotel ve epitel

hiicreleri, Kupfer hiicreleri) boyut ve sayisinda artis ile baslar. Ozellikle parsiyel
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hepatektomiyi takiben intraselliiler trigliserit miktarinda artis ile hafif hiicresel sisme
meydana gelir. Bu da karacigerde bir miktar yagl infiltasyona neden olur. Hiicresel
diizeyde ise proliferasyon iligkili enzimlerin ekspresyonunda artis meydana gelir.
Sican modellerinde DNA sentezinin 36-48 saat sonra basladigi gosterilmistir. DNA
sentezi sirkadian bir ritm gosterir ve portal kan akiminin arttig1 postprandial donemde
artar.1%129 Hiicre boliinmesinde sirkadian ritmi saglayan regiilatériin WEE1 kinaz
oldugu disiiniilmektedir. WEE1, Cdc2 kinaz1 fosforile ederek Cdc2/Siklin Bl
kompleksini bloke eder ve hepatosit mitozunu durdurur. WEE1 ekspresyonu sirkadian
ritm gosterir. Hiicrelerin G2 fazindan mitoza ge¢meleri WEE1 diizeyi ile ters
orantilidir.’*® Normal bir karacigerde hepatositler sessiz evrededir (Go) ve in vitro
mitojenler olan transforming biiyiime faktorii-o (TGF-a), epidermal biiylime faktorii
(EGF) ve hepatosit biliylime faktorlerine (HGF) karsi minimal yanit verirler. Hepatik
dokunun kaybindan sonra hepatositlerde 24 saatte, kolanjiyositlerde 48 saatte, Kupfer
hiicrelerinde 72 saatte ve siniizoidal endotel hiicrelerinde 96 saatte pik proliferasyon
goriiliir.}? Hiicresel proliferasyon, periportal alandan baslayip perisantral alana dogru
yayilir. Hiicresel proliferasyon ile organize olmamis hiicre toplulugu ortaya ¢ikar. Bu
model daha organize olacak sekilde bir takim degisiklikler gecirerek tip 1 ve tip 4
kollojen biriktirmeye ve anjiogeneze baslar. Karaciger dokusunun rezeksiyon sonrasi
toparlamas1 siganlarda 7-10 giin siirmektedir.}?®® Karaciger optimal fonksiyonel
boyutuna ulasinca rejenerasyon durur. Dolayisiyla karaciger rejenerasyonu patolojik

anjiogenez ve kontrolsiiz biiylimeye yol agmaz.

Karaciger rejenerasyonu en az 3 yolak igermektedir. Bunlar sirasiyla sessiz
evrede bekleyen hepatositleri hiicre dongiisiine sokan sitokin yolagi, hiicre
dongiisiiniin ilerlemesinden sorumlu biiylime faktorii yolagi ve hiicre proliferasyonu
ile matiirasyonunu saglayan metabolik yolaktir. Bu siiregte en énemli rolii oynayan
sitokinler TNF-o. ve IL-6’dir. TNF-a temel olarak kupfer hiicrelerinden, IL-6 ise
karacigerin diger hiicrelerinden salinmaktadir. Rejenerasyon siirecinde, TNF-a’nin
serum diizeyinde ve karaciger dokusunda mRNA seviyesinde artis mevcuttur. TNF-a
salinimindan o6zellikle bagirsak kokenli lipopolisakkaritler, C3a ve Cb5a gibi
kompleman iiriinleri ve interseliiler adezyon molekiilleri sorumludur. Salinan TNF-a,
tip 1 reseptoriine (TNFR1) baglanarak NF-«xf3 ve STAT-31i aktive eder. Parankim dis1
hiicrelerde NF-kf aktive olarak IL-6 tiretimi ve hepatositlerde STAT3 aktivasyonuna
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yol agar. Sonugta ortaya ¢ikan sitokin selalesi ile Go/G1 gegisi saglanarak hiicreler
boliinmeye hazir hale gelir. Bundan sonraki hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ise bilyiime
faktorlerinin kontrolii altindadir. Kontrolsiiz hiicre biiylimesini engellemek amaciyla
ise aktive olan STAT3 araciligiyla Socs3 geni aktive olarak, STAT3 iin fosforilasyonu
inhibe olur ve IL-6 sinyalizasyonu bloke edilir. Boylece feed-back kontrol saglanir.**
Karaciger rejenerasyonunda sitokin aktivasyonunun roliinden dolayi, bu sitokin
kaskadini baglatan faktorlerin aydinlatilmasi 6nemlidir. Burada en dnemli faktoriin
lipopolisakkaritler (LPS) oldugu diisiiniilmektedir. Cornell ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada LPS {iretimi kisitli olan siganlarin parsiyel hepatektomi sonrasi
rejenerasyonu baslatmalarinda gecikme oldugu gosterilmistir.® LPS, toll-like
reseptor 4’e (TLR4) baglanarak bir ¢ok hiicre i¢i sinyalizasyon yolagini aktive eder.
Bu sinyalizasyon molekiillerinden bir kism1 miyeloid differansiyasyon faktorii 88’e
(MyD88) baglidir. MyD88 knock-out farelerin TNF ve IL-6 iiretimi yapamadiklari
gosterilmistir.’3? Bu farelerde ayn1 zamanda STAT3 aktivasyonunun ve Socs3 gibi
STAT3 genlerinin de aktivasyon ve ekspresyonunun yapilamadigi bildirilmistir.**
Sitokin aktivasyonunda C3 ve C5 gibi kompleman sistemi elemanlarinin da roli
oldugu diisiintilmektedir. C3 ve C5 eksikligi olan farelerde TNF ve IL-6 iiretilemedigi
ve NF-kB ile STAT3 {in aktive olamadig1 bildirilmistir.*3

Karaciger rejenerasyonu sirasinda hiicre dongiisiinde en énemli rolii oynayan
biiyiime faktorleri HGF ve EGFR ligand aileleridir. HGF, mezenkimal hiicreler
tarafindan iretilerek parakrin ve endokrin yolaklar iizerinden hepatositleri etkiler.
EGF reseptoriine baglanan ligandlar ise EGF, TGFa, heparin baglayict EGF benzeri
bliylime faktorii (HB-EGF) ve amfiregulindir. TGFa otokrin bir biiyiime faktorii olup
hepatositlerden iiretilir ve hepatositler iizerine etkilidir. Hiicre proliferasyonu,
motilitesi ve vaskiilarizasyonundan sorumludur. Epidermal biiylime faktorii ise fare ve
siganlarda tlikiirik bezlerinde iiretilen bir biiyiime faktorii olup sialoadenektomi
yapilan farelerde hepatosit DNA sentezinde gecikme oldugu gosterilmistir.**® HB-
EGF ise HGF ve TGFa’dan once eksprese edilir ve HB-EGF knock-out farelerde
parsiyel hepatektomi sonrast DNA replikasyonunda gecikme oldugu gosterilmistir.3*
Amfirefulin eksikligi olan farelerde de parsiyel hepatektomi sonrast DNA
replikasyonunun gecikmesi bu biiyiime faktoriinlin de rejenerasyonda rolii oldugunu

diistindiirmektedir. Sitokinler ve biiyiime faktorleri arasindaki iliskiden sorumlu en
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onemli faktdr, sitokinler tarafindan aktive olan MMP’dir. Parsiyel hepatektomi sonrasi
bir takim MMP’lerde artis meydana gelir. Kim ve arkadaslarinin c¢alismasinda
karaciger rejenerasyonu erken evresinde pro-MMP2 ve pro-MMP9’un aktive oldugu
gosterilmistir.}®> ADAM17 adi verilen MMP, TNF tarafindan aktive edilerek TGFa
salinimina, EGFR aktivasyonuna ve hepatositlerde hiicre proliferasyonuna yol agar.
Yine karaciger rejenerasyonun erken evrelerinde mitokondrilerin yapisinda da
degisiklik oldugu Ca*? igeriklerinde artis oldugu gdsterilmistir.’*® Karaciger
rejenerasyonu sirasinda ortaya ¢ikan lobiil yapilarinin hem yeni gelisen lobiillerden

hem de daha 6nceden mevcut lobiillerin hiperplazisinden olustugu diistintilmektedir.

Sekonder karaciger tiimorii olan hastalarda uzun siireli sag kalim hepatik
rezeksiyon ile saglanabilmektedir. Ancak yapilan bir takim klinik ¢aligmalar, karaciger
rezeksiyonu sonrasi rejenerasyon evresinde ortaya ¢ikan bir takim sitokin ve anjiojenik
faktorlerin tiimor biiyiimesini indiikledigini diisiindiirmektedir. Elias ve arkadaglarinin
yaptig1 ¢alismada sag portal ven embolizasyonu yapilan karaciger rezeksiyonlu
hastalarda karaciger metastazinin biiyiime hizinin normal karaciger parankiminden
sekiz kat daha fazla oldugu ve karaciger rejenerasyonunun tiimor hiicreleri lizerinde
belirgin proliferatif etkisinin oldugu gosterilmistir.’®® Hayvan calismalarinda da
karaciger rezeksiyonu sonrasi tiimor biliylimesinde artis oldugu gosterilmistir.
Tiimoriin uyarilma derecesi ve ekstrahepatik mestastaz gelisimi ile rezeksiyon derecesi
arasinda iliski vardir. De Jong ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada karaciger
rejenerasyonunun geri kalan karacigerdeki mikrometastazlari hepatotropik faktorler
araciligi ile indiikledigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada metastatik kolorektal kanserli
sicanlarda %70 hepatektomi sonrasi geri kalan karacigerde artmis tlimoral biiyiime
goriilmiistiir. '**13" Hepatektomize farelerde hepatik metastatik tiimorlerin sham
hepatektomilere gére daha hizli biiyiidigii gosterilmistir. Bu iki grup arasinda
ekstrahepatik metastaz gelisimi agisindan fark bulunamamaistir ve bu durum, karaciger
rejenerasyonu ile iligkili lokal parakrin faktorlerin karaciger dokusu igerisinde
biiyiimeyi stimiile ettigini diisiindiirmektedir.’®® Schindel ve Grosfeld tarafindan
yapilan ¢alismada ise hepatik rezeksiyon yapilan deney grubunda sham hepatektomi
grubuna gore hem hepatik hem de ekstrahepatik metastatazlarin arttigi
gdsterilmistir.}3® Christophi ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada da kolorektal kanserin

karaciger metastaz1 varhiginda %70 hepatik rezeksiyonun hem intrahepatik
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metastazlarda hem peritoneal ve akciger metastazlarinda artisa sebep oldugu
gosterilmistir.’*® Hepatektomi sonrasi tiimor rekiirensi, dolasan tiimér hiicreleri ya da
sessiz mikrometastazlar nedeniyle gelisir. Karaciger rejenerasyonu, rezeksiyonu
takiben hemen baslamaktadir ve kompleks bir siirectir. Karaciger rejenerasyonu
sirasinda HGF, EGF, TGF-o, HIF-la, VEGF ve matrix metalloproteinazlarin
ekspresyonundaki artis karaciger rezeksiyonu sonrast gelisen metastazlar
artirmaktadir. Bu biiylime faktorlerinin tiimor hiicreleri ilizerine etkisinin normal
karaciger parankim hiicreleri tizerine etkisinden daha fazla oldugu diisiiniilmektedir.
Karaciger rejenerasyonu sirasinda ortaya ¢ikan biiylime faktorlerinin yanisira hepatik
rezeksiyon derecesinin de timor gelisimi ile ilgili oldugu disiiniilmektedir. Rezeke
edilen karaciger dokusu miktar arttikca rekiirens insidansi ve miktar1 artmaktadir.
Rezeke edilen karaciger dokusu boyutu ile eksprese olan biliylime faktorii miktar
arasinda iliski oldugu bulunmustur. %50°den daha az olan rezeksiyonlar mindr
rezeksiyon olarak kabul edilmis olup bu rezeksiyonlar sonrasi timor
proliferasyonunun artmadig: belirtilmistir. Castillo ve arkadaglarinin farelerde yaptigi
caligmada %42’lik karaciger rezeksiyonunun tiimor biiylimesini artirmadigi ve sag
kalimi1 uzattig1 gosterilmistir ancak bu rezeksiyon miktariin kiigiik olmasi nedeniyle
yeterince Dbiiylime faktorli ekspresyonunun uyarilmasina yol acgamayacagi
tartigilmustir.’® Harun ve arkadaslari tarafindan fareler iizerinde yapilan ¢alismada
%37 ve %70 hepatik rezeksiyon yapilan gruplardan %37 rezeksiyonun tiimor
biiylimesi tizerine belirgin etkisi olmadig1 goriilmiistiir. %70 karaciger rezeksiyonu
yapilan deney grubunda ise 6zellikle karaciger rejenerasyonunun geg evresinde hem
intrahepatik tiimor hiicrelerinde hem de ekstrahepatik metastazlarda belirgin artis

oldugu gosterilmistir.**°

2.10 Karaciger rejenerasyonunda hayvan modelleri:

Hayvan modellerinde karaciger rejenerasyonunun deneysel olarak
indiiklenmesi, cerrahi rezeksiyon ve toksin aracili hasar olmak iizere iki sekilde
saglanir. Karaciger rejenerasyonunun indiiklenmesi standart deneysel durumlar altinda
yapilmalidir. Ciinkii karaciger rejenerasyonu, replikasyon dncesi siire, hayvanin tiiri,
niitrisyonel durumu ve sirkadian ritmine baglidir. Eger karaciger rejenerasyonu cerrahi

rezeksiyon ile saglanacak ise analjezi ve postoperatif anestetik islem de standardize
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edilmelidir. Karacigerde metabolize edilen halotan ve tramadol gibi ilaglardan
kacmilmasi gerekmektedir.!® Islem sirasinda ve sonrasinda viicut sicakligi sabit
kalacak sekilde islem yapilmali ve her deneysel islemde mutlaka sham hayvan
kullanilmahidir. Kullanilacak hayvanlar sigan ve fareler gibi kiigiik hayvanlar
olabilecegi gibi domuz, koyun ve kopek gibi biiyiik hayvanlar da olabilir. Kiigiik
hayvanlarla ¢alismanin avantajlar1 arasinda hem hayvani kontrol etmek daha kolaydir
hem de daha az maddi yiike ve etik sorunlara sahiptir. Buna karsin, kiiciik hayvan
deneklerinde yapilan ¢alismalarin sonuglari insanlara genellemek zordur; ¢ilinkii bu
hayvanlarda metabolizma daha hizlidir ve karaciger dokusunun boyutu ve anatomisi
insanlardan farklidir. Biiyiik hayvanlarin anatomisi ve fizyolojisi insanlarla daha
benzer olmasi nedeniyle, 6zellikle klinik uygunluk calismalart i¢in kullanilabilirler.
Biiyiik hayvanlarla ¢aligma yapmanin daha fazla finansal, lojistik ve etik sorunlari

mevcuttur.

Parsiyel hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonunun indiiksiyonu
cikarilan fonksiyonel karaciger dokusunun miktart ile iligkilidir. Siganlarda 2/3’liik
rezeksiyon hem iyi tolere edilir hem de rejenerasyon hizli olur. Eger 2/3’ten daha az
rezeksiyon yapilir ise rejenerasyon daha yavas olmaktadir. Normalde karaciger
hiicreleri Go evresinde beklemektedir ancak rezeksiyon ile uyarilan bu hiicreler es
zamanli olarak hiicre dongiisiine girerler. Bu siirecte pek ¢ok sinyal kaskadi eleman
yer alir. Bunlar; biiyiime faktorleri, sitokinler ve hiicre Oliimiiniin molekiiler
yolaklaridir. Karaciger rejenerasyonu sirasinda karaciger hiicrelerinde artmis bir
proliferasyon mevcutken, apopitotik siiregte azalma olur. Popescu ve arkadaslarinin
30 fare iizerinde yaptig1 ¢alismada, histolojik olarak normal karaciger hiicrelerinin
cogunun tek hiicreli poligonal yapida ve siniizoidal kapillerler arasinda sirali halde
olduklar1 ancak parsiyel hepatektomi yapilip 24 saat sonra sakrifiye edilen farelerden
elde edilen karaciger dokusunda hepatositlerde hipertrofi, iki ¢cekirdekli hale doniis ve
belirgin ¢ekirdek¢ik oldugu gosterilmistir.!*! Sitoplazmada ise yag vezikiilleri
goriilmiistiir. Yine ayni ¢calismada 48 saat sonra sakrifiye edilen farelerde iki ¢ekirdekli
ya da hipertrofik ¢ekirdekli ve belirgin makrovezikiiler steatozun oldugu histolojik
olarak gosterilmistir.}*! Hepatosit proliferasyonun basladig1 yer olan periportal alanda
karaciger lobiiler mimarisinin bozuldugu, hepatositlerin kord seklindeki diziliminin ve

hepatik radyal siniizoidlerin kayboldugu bildirilmistir. Bu ¢alisma ile karaciger
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rejenerasyonu sirasinda hepatositlerdeki proliferasyonun periportal alandaki matiir
hepatositlerden basladigi ve bu hiicrelerin boliinerek geng hepatositleri olusturdugu
gosterilmistir. Makrovezikiiler steatoz ise lipidleri metabolize eden enzim sisteminin
parsiyel hepatektomi sonrasi sekteye ugramasi sonucu meydana gelir. Farede hepatosit
proliferasyonu cerrahiyi takiben 10-12 saatte baglamakta ve yaklasik 30 giin sonra

sona ermektedir.**
2.11 Deneysel Meme Kanseri Olusturulmasi

Deneysel meme kanseri olusturulmasi iki farkli yontemle yapilabilir.
Bunlardan ilki, kimyasal karsinojenlerle olusturulan meme kanseri, ikincisi ise 4T1

meme kanseri hiicresi enjekte edilerek olusturulan meme kanseridir.

Kimyasal olarak tetiklenen deneysel karsinogenez modelleri in vivo kanser
calismalarinda daha 6nceleri siklikla kullanilmistir. Ancak, kimyasal yolla olusturulan
bu tip meme kanseri modellerinde, kullanilan kemoterapétik ajanlarin sistemik

toksisitesi nedeni ile bagka modeller arastirilmistir.

4T1 meme kanseri, ilk kez Fred Miller ve arkadaslar1 tarafindan izole edilmis
olup transplante edilebilen kanser hiicreleridir.**? 4T 1 meme kanseri hiicreleri BALB/c
farelerde ve doku kiiltiiriinde biiylimektedir. 4T1 tiimdr, yiiksek derecede tiimorojenik
ve invaziv olup diger timoér modellerinin aksine primer meme dokusundan lenf nodu,
kan, karaciger, beyin, akciger ve kemik gibi uzak organlara metastaz yapabilmektedir.
Bu metastaz paterni insan meme kanserine benzer Ozellik gosterir. Kadinlarda
metastatik meme kanseri dncelikle akciger ve karacigere metastaz yapar. 4T1 inokiile
edilen BALB/c farelerde de sirasiyla > %95 ve > %75 siklikla akciger ve karaciger

metastazi yapar.14?

4T1 tiimoriin baz1 bliylime o6zellikleri farelerde calisilmasini kolaylastirir.
Oncelikle, tiimor hiicreleri kolayca meme dokusuna enjekte edilebilir ve anatomik
olarak dogru yerde primer tiimdr olusumu saglanir. 4T1 tiimoriin yliksek timorojenik
ozelligi, naif farelerde %100 progresif timor gelisimini saglar. Timoriin meme
dokusuna ekimini takiben 6liimciil hastalik erken donemde gelisir ve birkac¢ hafta
icinde progrese olur. Bir diger kolaylastirict 6zelligi ise uzak organlara spontan

metastaz yapabilmesidir. 4T1 timoriin 6-tioguanine direngli olmasi sayesinde
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secilmis organlarda in vitro olarak mikrometastazlar tespit edilebilir. Ayrica, 4T1
timor, primer meme dokusundan kolayca ¢ikarilabilir. Primer tiimor cerrahi olarak

eksize edildikten sonra metastaz gelisen bolgelerde ¢alismalarin devami saglanabilir.
142

4T1’in bu o6zellikleri sayesinde metastatik hastalik gibi 6nemli ¢alismalarin

yapilmasinda pek ¢ok grup tarafindan giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir.
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3. MATERYAL METOD

3.1 Deney hayvanlari ve protokolii:

Calisma igin Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun

09.02.2016 tarih, 2016/01 kayit ve 2016/01 — 07 karar numarali izni alindi.

Bu calisma HUTF Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan 15.02.2017 baslangic
tarihli finansal destek ile hazirlandi (Proje Kodu: THD-2017-12708).

Deneyler Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Onkoloji Immiinoloji
Unitesi Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Helsinki Deklerasyonu hayvan deneyleri ile
ilgili etik yasa uyarinca; deney hayvanlar1 laboratuvarinda yetistirilen, agirliklar 18-
22 gr arasinda degisen, standart laboratuvar yemi ile beslenen ve normal musluk suyu
verilen, 46 adet alt1 haftalik Balb-c cinsi disi fare kullanildi. Deney hayvanlar1 oda
sicakliginda tutuldu ve giin asir1 olarak inokiilasyon bolgesi palpe edilerek tiimor
gelisimi takip edildi. Tiim gruplarda viicut agirlig1 kaydedildi ve hayvanlarin genel

saglik durumlari, su ve besin alimlar1 g6z 6niinde bulunduruldu.

Hayvanlar; meme kanseri olusturulmadan sadece laparotomi yapilan kontrol
grubu, meme kanseri olusturulup sadece laparatomi yapilan grup, meme kanseri
olusturulmadan %30-40 hepatektomi yapilan grup, meme kanseri olusturulup %30-40
hepatektomi yapilan grup olmak iizere, kisa déonem ve uzun dénem olarak ikiser alt

gruba ayrilmasi suretiyle sekiz gruba ayrildi. (Tablo 3.1)

3.2 Calisma gruplari:
Calismaya toplam 8 grup dahil edildi.

1- Kontrol grubu, kisa donem (5 adet Balb-c fare): Hepatektomi
yapilmayan kontrol grubunda meme yag dokusuna subkiitan (sc) serum
fizyolojik (SF) verildikten 7 giin sonra cerrahi islemin etkisini yaratmak
lizere bilateral subkostal kesi ile cilt, cilt alt1 ve periton acilarak i¢ organlara
dokunulmaksizin hayvanlar 4-0 prolen dikislerle yeniden kapatildi.
Komplikasyon gozlenmeyen hayvanlar laparotomiden 7 giin sonra

sakrifiye edildi.
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2-

Kontrol grubu, uzun donem (6 adet Balb-c fare): Hepatektomi
yapilmayan kontrol grubunda meme yag dokusuna sc. SF verildikten 7 giin
sonra cerrahi islemin etkisini yaratmak tlizere bilateral subkostal kesi ile cilt,
cilt alt1 ve periton agilarak i¢ organlara dokunulmaksizin hayvanlar 4-0
prolen dikislerle yeniden kapatildi. Komplikasyon gozlenmeyen hayvanlar
laparotomiden 14 giin sonra sakrifiye edildi.

Meme kanseri olusturulup hepatektomi yapilmayan grup, kisa donem
(5 adet Balb-c fare): Meme yag dokusuna sc. 5*¥10e4 4T1 meme kanseri
hiicresi enjekte edildikten 7 giin sonra bilateral subkostal kesi ile cilt, cilt
alt1 ve periton agilarak i¢ organlara dokunulmaksizin hayvanlar 4-0 prolen
dikislerle yeniden kapatildi. Komplikasyon g6zlenmeyen hayvanlar
laparotomiden 7 giin sonra sakrifiye edildi.

Meme kanseri olusturulup hepatektomi yapilmayan grup, uzun déonem
(5 adet Balb-c fare): Meme yag dokusuna sc. 5*10e4 4T1 meme kanseri
hiicresi enjekte edildikten 7 giin sonra bilateral subkostal kesi ile cilt, cilt
alt1 ve periton agilarak i¢ organlara dokunulmaksizin hayvanlar 4-0 prolen
dikislerle yeniden kapatildi. Komplikasyon gozlenmeyen hayvanlar
laparotomiden 14 giin sonra sakrifiye edildi.

Meme kanseri olusturulmadan hepatektomi yapilan grup, kisa donem
(6 adet Balb-c fare): Meme yag dokusuna sc. SF verildikten 7 giin sonra
bilateral subkostal kesi ile cilt, cilt alt1 ve periton agilarak biiyiik boy (L)
metalik klip kullanilarak karacigerin sol lobu eksize edilmek suretiyle %30-
40 hepatektomi yapildi. Karin 4-0 prolen dikislerle yeniden kapatildi.
Komplikasyon gozlenmeyen hayvanlar laparotomiden 7 giin sonra
sakrifiye edildi.

Meme kanseri olusturulmadan hepatektomi yapilan grup, uzun déonem
(7 adet Balb-c fare): Meme yag dokusuna sc. SF verildikten 7 giin sonra
bilateral subkostal kesi ile cilt, cilt alt1 ve periton agilarak biiyiik boy (L)
metalik klip kullanilarak karacigerin sol lobu eksize edilmek suretiyle %30-
40 hepatektomi yapildi. Karin 4-0 prolen dikislerle yeniden kapatildi.
Komplikasyon gozlenmeyen hayvanlar laparotomiden 14 gilin sonra

sakrifiye edildi.
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7-

Meme kanseri olusturulup hepatektomi yapilan grup, kisa donem (6
adet Balb-c fare): Meme yag dokusuna sc. 5*10e4 4T1 meme kanseri
hiicresi enjekte edildikten 7 giin sonra bilateral subkostal kesi ile cilt, cilt
alt1 ve periton agilarak biiyiik boy (L) metalik klip kullanilarak karacigerin
sol lobu eksize edilmek suretiyle %30-40 hepatektomi yapildi. Karin 4-0
prolen dikislerle yeniden kapatildi. Komplikasyon gézlenmeyen hayvanlar
laparotomiden 7 giin sonra sakrifiye edildi.

Meme kanseri olusturulup hepatektomi yapilan grup, uzun déonem (6
adet Balb-c fare): Meme yag dokusuna sc. 5*¥10e4 4T1 meme kanseri
hiicresi enjekte edildikten 7 giin sonra bilateral subkostal kesi ile cilt, cilt
alt1 ve periton agilarak biiyiik boy (L) metalik klip kullanilarak karacigerin
sol lobu eksize edilmek suretiyle %30-40 hepatektomi yapildi. Karin 4-0
prolen dikislerle yeniden kapatildi. Komplikasyon gozlenmeyen hayvanlar

laparotomiden 14 giin sonra sakrifiye edildi.
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Tablo 3.1: Deney protokoliinii gosterir tablo

7gin 1. hafta i 2. hafta i

s.. meme dokusuna i sakrifikasyon i

. . ‘ ‘

Coprl (6 . ™ E E sakrifikasyon

Grup 2 (n:6) SF pX i i

Grup 3 (n:5) 4T1 IpX i i
i

Grup 4 (n:5) 471 IpX i i
i

Grup 5 (n:6) SF hpX : Ii

Grup 6 (n:7) SF hpX i wl

Grup 7 (n:6) 471 hpX i E

Grup 8 (n:6) 471 hpX i ;

hpX: hepatektomi, IpX: laparotomi, SF: serum fizyolojik, 4T1: fare meme kanseri hiicresi

3.3 Anestezi

Tim gruplar igin genel anestezi, 5 mg/kg xylasine (Alfazyne- %2 ) ve 150
mg/kg ketamin hidrokloriir ( Ketalar- %5 ) karisimi intraperitoneal verilerek

saglanmistir.

3.4 Meme kanseri olusturulmasi

4T1 meme kanseri hiicre hatt1 %10 fotal dana serumu, %1 L-glutamin ve %1
penisilin/streptomisin i¢eren, RPMI1640 medyum igerisinde biiyiitiildii. Cogaltilan
4T1 hiicreleri (5x10* hiicre/100 pl) disi BALB/c farelerin meme dokusuna sc. enjekte

edildi ve tiimor gelisimi izlendi.
3.5 Cerrahi Teknik

Balb/C tiiri deney hayvanlarinin meme dokusuna SF veya 4T1 meme kanseri
hiicresi enjekte edildikten 7 giin sonra anestezik olarak 150 mg/kg’dan ketamin ve 5

mg/kg’dan xsilazin diliie edilerek sag karin bolgesine sc. enjekte edildi. Daha sonra
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supin pozisyonda sabitlenen hayvanlarin ameliyat yerleri batikon ile temizlendikten
sonra, 11 numara bistiirii ile bilateral subkostal olarak cilt, cilt alt1 ve periton kesilerek

laparotomi yapildi.

Hepatektomi yapilmayacak gruplarda (grup 1-2-3-4) kanama kontroliinii
takiben periton ve cilt 4-0 prolen dikis ile devamli olarak kapatilip ameliyat

sonlandirildi.

Hepatektomi yapilacak gruplarda (grup 5-6-7-8) ise kiint uglu penset ile
karaciger sol lobu hafifce tutulup diafram ile arasindaki baglanti makas ile kesildi.
Karaciger sol lobunun pedikiil kismina safra kesesine zarar vermeyecek sekilde biiyiik
boy (L) metalik klip konuldu ve klip farede kalacak sekilde klibin 1-2 mm {izerinden
karaciger kesilerek %30-40 hepatektomi gerceklestirildi. Kanama kontroliinii takiben
periton ve cilt 4-0 prolen dikis ile devamli sekilde kapatilarak ameliyat sonlandirildi.
Kisa donem gruplarinda laparotomiden 7 giin sonra, uzun dénem gruplarinda ise

laparotomiden 14 giin sonra hayvanlar sakrifiye edilerek deney sonlandirildi.

Farelere eter ile sedasyon yapilip, dekapitasyon sonrasi kan ornegi alindi.
Sonrasinda cilt, cilt alt1 kesilen hayvanlarda meme lojundaki tiimor ¢ikarildi. Ardindan

karin ve gdgiis bolgeleri acilan hayvanlarda tiim organlar eksplore edildi.

Karaciger loblari; siiperiorda diyafragmadan ve inferior vena kavadan, solda
mideden, inferiorda hepatoduodenal ligament kesilerek duodenumdan ve sag

bobrekten ayrilarak diseke edilip ¢ikarildi.
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Resim 3.1: Fare karacigerinin sematik goriiniimii .
RAS: Sag anterior segment, RMS: Sag orta segment, RPS: Sag posterior segment,
OS: Omental segment, LAS: Sol anterior segment, LPS: Sol posterior segment

LAS LPS
11.9 £ 1.7 31.6 36

RAS
212+ 3.3

RMS
115 &= 201

RPS 9.0+ 1.6
14.8 + 4.0

Resim 3.2: Fare karacigerinin karaciger segment hacimleri (yiizde)”
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Distal hepatik sinir

1-2 mm

Resim 3.3: Klip yonteminde klibin iistiinde birakilan cerrahi smir”
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Resim 3.4: Kullanilabilen klip boyutlar1 (M: orta boy, L: biiyiik boy) =

*Hori T, Ohashi N, Chen F. et al. Simple and reproducible hepatectomy in the Mouse using the clip technique. World J
Gastroenterol. 2012;18(22): 2767-2774

*xHori T, Ohashi N, Chen F. et al. Simple and sure methodology for massive hepatectomy in the mouse. Annals of
Gastroenterology.2011; 24:307-318
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Resim 3.6: Karaciger sol lobu diseke edildikten sonra metalik klip yardimiyla

hepatektomi yapilma goriintiisii
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Resim 3.7: Hepatektomi sonrasinda karaciger sol lobunun ¢ikarilmis hali
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Resim 3.8: Periton ve cildin kapatilmasi

3.6 Degerlendirme Parametreleri

1. Hayvan agirliklar: Tiim gruplarda hayvanlar 2 giinde 1 kez tartilarak kisa
doénem gruplar 2 hafta, uzun donem gruplar ise 3 hafta boyunca takip edildi.

2. Karaciger agirliklari: Tiim gruplarda deneyler sonlandirildiktan sonra

karaciger agirliklar ol¢iilerek degerlendirildi.

3. Histopatolojik analizz Meme tiimorii igeren gruplarda, tiimdr dokusunun
makroskopik Ozellikleri degerlendirildi. Farelerden alinan meme tiimor dokusu ve

karaciger ornekleri %10 formaldehid soliisyonuna konuldu. Spesmenlerin takip ve
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tespit donemlerinden sonra parafinleme yapildi. Sonrasinda kesitler elde edildi.
Preparatlar hematoksilen/eozin boyamasi sonrasinda 151k mikroskopisi altinda
incelendi. Bu inceleme esnasinda karacigerde miyeloid agregat yogunlugu, karaciger
rejenerasyon durumu, tiimorde ve peritiimoral alanda miyeloid agregat yogunluklari

degerlendirildi.

4, ELISA Array: Sakrifikasyon sonrasi ¢ikarilan karaciger dokulari, her
grubun Ornekleri kendi iglerinde ayni kaba alinarak ezildikten sonra 40 pm’lik
stizgeclerden siiziiliip hiicrelerin kiime olusturulmasi engellendi. Mikroskop altinda
25x10° karaciger hiicresi sayilip, bu hiicreler %5 COzli ortamda 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilarak hiicre kiiltiirli saglandi. Kiiltiir sonrasi sivi kistm 1000xG’de
10 dakika santriflij edilerek siipernatant elde edildi. Siipernatantlar -80°C’de isleme
kadar saklandi. Islem giinii siipernatantlar, QTAGEN® Mouse Common Chemokins
Multi-analyte ELISA, MEM-009A protokoliine uygun sekilde c¢alisildi. Calismada
CCL2,3,4,5,11,17, 21, 22 ve CXCL1 ve CXCL9 kemokinlerinin optik dansite (OD)
degerleri ELISA okuyucusunda analiz edildi.

3.7 Istatisiksel Analizler
Veriler IBM SPSS® version 21 ile incelendi. Karsilastirma i¢in Mann-Whitney
U testi kullanildi. Gruplarin korelasyon analizleri degerlendirilirken Spearman testi

kullanild1. p <0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.1 Hayvan Agirhklar:

4. BULGULAR

Caligmaya toplam Balb/C tiirii 46 deney hayvani alindi. Farelerin kilolar1 2

giinde bir 6l¢iildii. Hayvanlarin ortalama kilolar1 benzerdi. (Tablo 4.1, 4.2, Grafik 4.1)

Tablo 4.1: Hayvan gruplariin agirliklarini gésteren tablo

Grup 1. 3. 5. 7. 9. 11. 13.
giin giin giin  giin giin giin giin
Grup 1+2 19,45 19,79 20,84 20,74 20,04 21,34 20,58
(Tm- /LpX/ KD+UD)
(n=11)
Grup 3+4 19,30 19,88 20,82 20,53 21,34 21,93 21,05
(Tm+ /LpX/ KD+UD)
(n=10)
Grup 5 20,36 20,47 20,13 21,36 Sakri
(Tm- /HpX/ KD) (n=6) fikas
yon
Grup 7 19,96 20,52 21,34 21,65
(Tm+ /HpX/ KD) (n=6)
Grup 6 20,10 19,16 20,56 21,06 20,94 21,45 20,40
(Tm- /HpX/ UD) (n=7)
Grup 8 20,10 19,85 20,34 21,03 21,37 21,94 20,87

(Tm+ /HpX/ UD) (n=6)

Tm: tiimor, LpX: laparotomi, HpX: hepatektomi, KD: kisa donem, UD: uzun dénem

Tablo 4.2: Hayvan ortalama agirliklarini ve standart sapmalarini gosteren tablo

Grup No. Ortalama Hayvan Agirhiklar: (gr)  Standart Sapma (%)
142 20,32 0,69
3+4 20,69 0,89
5 20,58 0,54
6 20,52 0,75
7 20,87 0,77
8 20,76 0,77
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ortalama agirlik

20,9
20,8
20,7
20,6

20,5

GR

20,4
20,3
20,2

20,1
Grup 1+2 Grup 3+4 Grup 5 Grup 6 Grup 7 Grup 8

Grafik 4.1: Hayvan modellerinin ortalama agirliklarini gosteren grafik

4.2 Hayvan Karaciger Agirhklar

Fare gruplar1 sakrifiye edildikten sonra karaciger agirliklari 6l¢tilmiistiir. 36 mg
olan klip agirhigr c¢ikarildiktan sonra kaydedilen karaciger agirliklar1 Tablo 4.3°te
gosterilmistir. Karaciger agirliklart birbirlerine benzer olmakla beraber, 4T1 timor
ekilip 2 hafta sonra sakrifiye edilen grupta ortalama karaciger agirligi diger gruplara
kiyasla daha fazladir. (Grafik 4.2) Bu durum karacigerde artmis timor yiikii veya

artmis rejenerasyona bagli olabilir.
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Tablo 4.3: Hayvan modellerinin sakrifikasyon sonrasi dl¢iilen karaciger agirliklar

Grup Karaciger ortalama agirhg (mg)
(= SD)

Grup 1 1066,6 + 68,93

Grup 2 1095,3 + 69,99

Grup 3 1079,8 £ 39,35

Grup 4 1109,0 + 94,37

Grup 5 961,5+93,93

Grup 6 991,3 £ 115,57

Grup 7 1000,7 £ 95,73

Grup 8 1227,2 £ 251,19

HpX: hepatektomi, KD: kisa donem, UD: uzun dénem, SD: Standard Sapma
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KC agirliklari
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Grafik 4.2: Sakrifikasyondan hemen sonra 6lgiilen karaciger agirliklarinin ortalamasi

Resim 4.1: Kisa donem gruplarin (Grup 1-3-5-7) sakrifikasyon sonrasi

karacigerlerinin 6nden goriiniimii
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Resim 4.2: Kisa doénem gruplarin (Grup 1-3-5-7) sakrifikasyon sonrasi

karacigerlerinin arkadan goriinimii

Resim 4.3: Uzun doénem gruplarin (Grup 2-4-6-8) sakrifikasyon sonrasi

karacigerlerinin dnden goriiniimii
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Resim 4.4: Uzun donem gruplarin (Grup 2-4-6-8) sakrifikasyon sonrasi

karacigerlerinin arkadan gorinimi

4.3 Karaciger Lizatlarinda ELISA Calisilmasi

Hayvan modellerinde sakrifikasyon sonrasi elde edilen karaciger lizatlarindan
ELISA yontemi ile kemokinler ¢alisilmistir. Calisilan kemokinler sunlardir: CCL 2, 3,
4,5, 11,17, 21, 22 ve CXCL1 ve CXCL9. Bu kemokinlerin seviyeleri kisa donem ve
uzun donem fareler icin asagida gosterilmistir. (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5) Negatif
kontrol, ELISA yo6ntemi ile dlgiilen en diisiik diizeyi, pozitif kontrol ise en yiiksek
seviyeyi gostermektedir. %30-40 hepatektomi sonrasi kalan karacigerin cerrahi kesit
alanmna en yakin kisim “proksimal kistm”, kalan karaciger dokusunun cerrahi kesit

alanina en uzak kismi ise “distal kistm” olarak belirtilmistir.
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Tablo 4.4: Kisa dénem gruplarindan (Grup 1-3-5-7) elde edilen karaciger dokusunda

calisilan kemokin seviyeleri

Control Gr.

Tumor Gr.

Control (-)

LpX sham
(grup 1)
Dist.
HpX

(grup 5)

Prox.

LpX sham
(grup 3)
Dist.
HpX

(grup 7) PrOX

Control (+)

\ % °‘ ") N /\ \ '\'I
N N \/ \r \v
& & & &

9
\r\r
&

OO C
900000000,
0000000 00
OOEOOOO@OO
OOOOESOOOSO
88%@@@@@@@

HpX : hepatektomi, LpX: laparotomi, Control (-): negatif kontrol, Control (+): pozitif

kontrol,

Gr.: Kontrol gruplar1

Dist.: Distal kisim, Prox.: Proksimal kisim, Tumor Gr.: Tiimor Gruplari, Control
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Tablo 4.5: Uzun dénem gruplarindan (Grup 2-4-6-8) elde edilen karaciger dokusunda

calisilan kemokin seviyeleri

v IS AR IR L PPN
»»»»\,»\,\,co
ST

Control () (c2(Cag)Co)oe)om)em)0ae)C2)e2)
e sham | G2 COEAOEED OO
ng00@®©©©©@©
s prox.| @R OOOOOEC)
e sham (5 OOOOEOOE@
P @@S@OOOO@O
il OO 900000
Control (+) “ 3.77 °a.a

HpX : hepatektomi, LpX: laparotomi, Control (-): negatif kontrol, Control (+): pozitif

Control Gr.

Tumor Gr.

kontrol, Dist.: Distal kisim, Prox.: Proksimal kisim, Tumor Gr.: Tiimdr Gruplari, Control

Gr.: Kontrol gruplari

4.3.1CCL2

Kisa donemde (Grup 1-3-5-7) sadece grup 7’nin proksimal kisimda
yiikselmistir.

Uzun donem gruplar1 (Grup 2-4-6-8) incelendiginde grup 8’de grup 6’ya gore
hem proksimal hem distal kisimda daha yiliksek saptanmistir. Proksimal kisimdaki
deger digerlerine gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur. Grup 8’de grup 4’e gore daha
yiiksek saptanmigtir. Ayni sonug grup 2 ve 6 arasinda gecerli degildir.

Uzun donemde kisa doneme gore biitiin gruplardaki seviyelerde yiikseklik

saptanmuistir.
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4.3.2CCL3

Kisa donem gruplart (Grup 1-3-5-7) incelendiginde sadece grup 7’nin

proksimal kisimda ylikselmistir.

Uzun donem gruplart (Grup 2-4-6-8) incelendiginde sadece hepatektomi
yapilan gruplarda (grup 6 ve 8) ylikselmistir. Kendi aralarinda kiyaslama yapildiginda
hepatekomi sonrasi proksimal kisim degerleri grup 6 ve 8’de ayni iken grup 8’in distal
kisminda daha yiiksek bulunmustur. Ayrica grup 6’nin distal kisminda CCL3
yiiksekligi saptanmamistir. Grup 4’te de yiikseklik goriilmemistir.

Uzun donemle kisa donem karsilagtirildiginda, grup 8’in distal kismui ile grup
6’nin proksimal kisminda yeni ortaya ¢ikan kemokin seviyesinde yiikselme

gorilmiistiir.

433 CCL4

Kisa donem gruplart (Grup 1-3-5-7) incelendiginde hem grup 5 hem de grup
7°de yiikseklik saptanmigtir. Hepatektomi sonrasi proksimal kisim degerleri grup 5’te
daha yiikksek iken grup 7’nin distal kisminda kemokin seviyesi daha yiiksek

bulunmustur.

Uzun dénem gruplar1 (Grup 2-4-6-8) incelendiginde kisa donemdekine benzer
sekilde grup 6 ve 8’de yiikseklik saptanmistir. Her iki grup karsilastirildiginda grup
8’deki seviyelerin ikisi de grup 6’ya gore daha yliksek bulunmustur. Ayrica iki grupta
da kisa donemden farkli olarak proksimal kisim seviyeleri distal kistmdan daha yiiksek

saptanmistir.

Uzun donemle kisa donem karsilastirildiginda, grup 6’nin distal kisminda da
yiikselme goriilmiis olup hepatektomi yapilan gruplarin tamaminda (grup 6 veS8) kisa

doneme gore (grup 5 ve 7) kemokin seviyeleri ylikselmistir.
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4.3.4 CCL5

Kisa donem gruplar1 (Grup 1-3-5-7) incelendiginde yiikseklik sadece grup 7°de
saptanmistir. Bu grup igerisinde proksimal kisim degerleri distal kistmdan daha yiiksek

bulunmustur.

Uzun donem gruplari (Grup 2-4-6-8) incelendiginde esas yiikseklik grup 6 ve
8’de saptanmis olmasina ragmen grup 2’de de yiikseklik tespit edilmistir. Kemokin
seviyesi grup 8’de daha fazla saptanmistir ve bu grubun proksimal kisminda ¢ok daha

fazla yiikselme oldugu goriilmiistiir.

Uzun donemle kisa dénem karsilastirildiginda, grup 6 nin distal kismai ile grup
2’de yeni gelisen yiikselme saptanmis olup, kemokin seviyeleri 6zellikle grup 8’in

proksimal kisminda ciddi miktarda yiikselmistir.
4.3.5CCL11

Kisa donem gruplarinda (Grup 1-3-5-7) sadece grup 3’te yiikseklik saptanmig
olup uzun dénem gruplarinin (Grup 2-4-6-8) hi¢birinde yiikseklik gézlenmemistir.

4.3.6 CCL17

Kisa donem gruplarinin (Grup 1-3-5-7) higbirinde yiikseklik saptanmazken,
uzun dénem gruplarindan (Grup 2-4-6-8) sadece grup 2’de yiikseklik goriilmiistiir.

4.3.7CCL21

Kisa donem gruplarmin (Grup 1-3-5-7) higbirinde yiikseklik saptanmazken,
uzun dénem gruplarinda (Grup 2-4-6-8) sadece sham grubu olarak belirlenen grup 2

ve 4’te ylikseklik bulunmustur.
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4.3.8 CCL22

Kisa donem gruplar1 (Grup 1-3-5-7) incelendiginde grup 5 ve 7°de yiikseklik
saptanmistir. Grup 7°de proksimal kisimda yiikseklik saptanmis olup bu yiikseklik

grup 5’in proksimal ve distal kisimlarina benzer seviyede tespit edilmistir.

Uzun donem gruplarin (Grup 2-4-6-8) hi¢birinde CCL22 kemokin seviyesinde

yiikselme olmamustir.

4.3.9 CXCL1

Kisa donem gruplar1 (Grup 1-3-5-7) incelendiginde sadece tiimor grubunda
(grup 3 ve 7) yiikseklik saptanmistir ancak grup 3’tin kemokin seviyesi grup 7’nin

proksimal kisminda saptanandan daha yiiksek bulunmustur.

Uzun dénem gruplari (Grup 2-4-6-8) incelendiginde hepatektomi yapilan hem
tiimor hem de kontrol gruplarinda (grup 6 ve 8) kemokin seviyeleri yiikselmistir. Grup
6’da proksimal kisimda seviye daha yiiksek iken grup 8’in distal kisminda kemokin

seviyesi daha yiiksek bulunmustur.

Uzun donemle kisa donem karsilastirildiginda, grup 8’in distal kismu ile grup
6’nin proksimal ve distal kisimlarinda yeni gelisen yilikseklik saptanmistir. Grup 3’°te

gorilen ylikseklik uzun donemde (grup 4) goriilmemistir.

4.3.10 CXCL9

Kisa donem gruplar1 (Grup 1-3-5-7) incelendiginde grup 1 ile grup 7’nin

proksimal kisminda kemokin seviyesi ylikselmistir ve bu seviyeler benzerdir.

Uzun donem gruplart (Grup 2-4-6-8) incelendiginde tiimor ve kontrol
gruplarinin sham gruplarinda (grup 2 ve 4) yiikselme olmustur. Yiikselme grup 2’de
daha fazladir.

Uzun donemle kisa donem karsilagtirildiginda, Grup 2 ve 4’te yikseklik
saptanmis olup, grup 7’de goriilen ylikseklik uzun donem grubunda (grup 8)

goriilmemistir.
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Ozetle, Grup 7°de CCL 2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL22, CXCL1 ve CXCL9
kemokin diizeylerinde artis goriilmektedir. Kemokin seviyeleri ise birbirlerine
benzerdir. Grup 8’de ise CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 ve CXCLI1 seviyelerinde artis
goriilmekte; ancak, en belirgin yiiksekligin CCL2 ve CCLS5 seviyelerinde oldugu
dikkat ¢ekmektedir.

Kemokin seviyelerinin degisimlerine gore inceleme yapildiginda gruplar

arasinda en biiyiik fark, karaciger rezeksiyonu nedeniyle ortaya ¢cikmistir.

4.4 Histopatolojik Inceleme

Fareler sakrifiye edildikten sonra karaciger dokulari ile timor alanlari
cikarilarak patolojik inceleme yapildi. Karaciger proksimal ve distal kisimlari,
rejenerasyon diizeyi ve myeloid hiicre yogunluklari agisindan; timor dokusu ise
merkez ve cevre olarak myeloid hiicre yogunlugu ag¢isindan mikroskobik olarak

incelendi. (Resim 4.5, 4.6, 4.7, 4.8)

Patolojik incelemede tiim gruplar incelendiginde 21 tane karaciger 6rneginde
enfarkt alan1 ve 4 tane karaciger 6rneginde ise metastaz saptandi. Enfarkt alanlarinin
tamami hepatektomi yapilan gruplarda goriildii ve sadece 1 tanesi distal karaciger
alanina aitti. Bu durumun, hepatektomi i¢in kullanilan klibe ikincil ortaya c¢iktig
diisiiniilmektedir. Metastazlarin 3 tanesi tlimor ekilip hepatektomi yapilan kisa donem
grubunda (grup 7), 1 tanesi ise tiimor ekilip hepatektomi yapilan uzun donem grubunda
(grup 8) saptandi. Metastazlarin 2 tanesi proksimal, 2 tanesi ise distal karacigerde idi.

Saptanan bu metastazlar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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Resim 4.6: Timorli karaciger parankimi rejenerasyonu
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Resim 4.7: Ttimor dokusunda myeloid hiicre kiimeleri (20x biiyiitme)

Resim 4.8: Timor dokusunda myeloid hiicre kiimeleri (40x biiyiitme)
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Grup 3 ve grup 4; myeloid hiicre skorlar1 agisindan karsilastirildiginda
karaciger, timor merkez ve tiimdr ¢cevresi myeloid hiicre skorlar1 agisindan istatistiksel

olarak anlamli1 fark saptanmamustir. (Tablo 4.6)

Tablo 4.6: 4T1(+) laparotomi yapilan gruplarin (grup 3 - grup 4) kisa dénem-uzun

donem myeloid hiicre skorlarinin karsilastirmalari

4T1(+) IpX Kisa donem (ortanca, = Uzun donem (ortanca, p degeri
min-maks) min-maks)

KC myeloid skor 1 (1-2) 1(1-3) 0,439

Tiimo6r merkez 1,5(0-2) 3 (2-3) 0,034

myeloid skor

Timor gevre 1,5(0-2) 2 (1-3) 0,046

myeloid skor

Grup 5 ve grup 6; KC rejenerasyon indeksleri agisindan karsilastirildiginda
proksimal ve distal KC rejenerasyon indeksleri agisindan istatistiksel olarak anlamlt

fark saptanmamustir. (Tablo 4.7)

Tablo 4.7: 4T1 (-) hepatektomi yapilan gruplarin (grup 5 - grup 6) kisa donem-uzun

donem KC rejenerasyon indekslerinin karsilagtirilmasi

4T1 (-) hpX Kisa donem Uzun dénem p degeri
(ortanca, min- (ortanca, min-
maks) maks)
Proksimal KC rej. 2 (1-3) 2 (1-2) 0,379
Distal KC rej. 2 (1-3) 1(1-3) 0,091

56



Grup 7 ve grup 8; KC rejenerasyon indeksleri, KC myeloid hiicre skorlari,
tiimor merkezi ve tiimor ¢evresi myeloid hiicre skorlar agisindan karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli tek fark proksimal ve distal KC myeloid hiicre skorlarinda

saptanmistir. (Tablo 4.8)

Tablo 4.8: 4T1 (+) hepatektomi yapilan gruplarin (grup 7 - grup 8) kisa donem-uzun
donem KC rejenerasyon indeksi, KC myeloid hiicre skorlari, tiimor merkezi ve timor

cevresi myeloid hiicre skorlarinin karsilagtirilmasi

4T1 (+) hpX Kisa donem Uzun dénem p degeri
(ortanca, min- (ortanca, min-
maks) maks)
Proksimal KC rej. 1,5 (1-2) 3(1-3) 0,118
Distal KC rej. 1,5 (1-2) 2 (1-3) 0,394
Proksimal KC 1(1-2) 2(1-2) 0,045
myeloid skor
Distal KC myeloid 1 (1-1) 2 (1-3) 0,058
skor
Tiimdr merkez 1(1-2) 3(1-3) 0,132
myeloid skor
Tiimor gevre 1,5(1-2) 2 (1-3) 0,223
myeloid skor
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Grup 5 ve grup 7; KC rejenerasyon indeksleri ve KC myeloid hiicre skorlari

acisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir. (Tablo

4.9)

Tablo 4.9: 4T1 (-) hepatektomi yapilan ve 4T1 (+) hepatektomi yapilan kisa donem
gruplarinin (grup 5 - grup 7) karaciger rejenerasyon indeksleri ve karaciger myeloid

hiicre skorlarinin karsilastirilmasi

AT1 (-) hpX. Kisa  4T1 (+) hpX. Kisa  p degeri

dénem (ortanca, donem (ortanca,
min-maks) min-maks)
Proksimal KC rej. 2 (1-3) 2(1-2) 0,336
Distal KC rej. 2 (1-3) 1,5 (1-2) 0,116
Proksimal KC 1(1-2) 1(1-2) 0,523
myeloid skor
Distal KC myeloid 1 (1-2) 1(1-1) 0,138
skor

Grup 6 ve grup 8; KC rejenerasyon indeksleri ve KC myeloid hiicre skorlart

acisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. (Tablo
4.10)

Tablo 4.10: 4T1 (-) hepatektomi yapilan ve 4T1 (+) hepatektomi yapilan uzun donem
gruplarinin (grup 6 — 8) karaciger rejenerasyon indeksleri ve karaciger myeloid hiicre

skorlarinin karsilastirilmasi

AT1 (-) hpX.uzun  4T1 (+) hpX. uzun p degeri

dénem (ortanca, dénem (ortanca,
min-maks) min-maks)
Proksimal KCrej. 2 (1-2) 3(1-3) 0,113
Distal KC rej. 1(1-3) 2 (1-3) 0,208
Proksimal KC 1(1-2) 2 (1-2) 0,218
myeloid skor
Distal KC myeloid 1 (1-2) 2 (1-3) 0,362
skor
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Grup 1 ve grup 3; KC rejenerasyon indeksleri ve karaciger myeloid hiicre
skorlart agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir. (Tablo 4.11)

Tablo 4.11: 4T1 (-) laparotomi yapilan ve 4T1 (+) laparotomi yapilan kisa donem
gruplarinin (grup 1 — grup 3) karaciger rejenerasyon indeksleri ve karaciger myeloid

hiicre skorlarinin karsilastirilmasi

4T1 (-) IpX. kisa 4T1 (+) IpX. kisa  p degeri

donem (ortanca, dénem (ortanca,
min-maks) min-maks)
KC rej. 2 (0-2) 1(1-3) 0,735
KC myeloid skor 1 (0-2) 1(1-2) 0,305

Grup 2 ve grup 4; KC rejenerasyon indeksleri ve karaciger myeloid hiicre
skorlar1 agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir. (Tablo 4.12)

Tablo 4.12: 4T1 (-) laparotomi yapilan ve 4T1 (+) laparotomi yapilan uzun donem
gruplarinin (grup 2 — grup 4) karaciger rejenerasyon indeksleri ve karaciger myeloid

hiicre skorlarinin karsilagtirilmasi

AT1 (-) IpX. uzun  4T1(-) IpX. uzun  p degeri

donem (ortanca, donem (ortanca,
min-maks) min-maks)
KC rej. 2 (1-2) 2 (1-2) 0,827
KC myeloid skor 1 (1-2) 1(1-3) 0,669
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Grup 3’lin hepatektomisiz karacigeri ile grup 7’nin proksimal karaciger
rejenerasyon indeksleri, KC myeloid hiicre skorlar1 ve tliimor merkez ve ¢evresinin
myeloid hiicre skorlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmamustir. (Tablo 4.13) Bu durum hepatektominin giivenle yapilabilecegine

isaret ediyor olabilir.

Tablo 4.13: 4T1 (+) laparotomi yapilan ve 4T1 (+) hepatektomi yapilan kisa donem
gruplarmin (grup 3 — grup 7), hepatektomisiz karaciger ile proksimal karacigerlerin
rejenerasyon indekslerinin, KC myeloid hiicre skorlarmin ve tiimér merkez ve

¢evresinin myeloid hiicre skorlarinin karsilastirilmasi

4TI (+) IpX. Kisa  4T1 (+) hpX. Kisa  p degeri

dénem (ortanca, donem (ortanca,
min-maks) min-maks)
KC rej. 1(1-3) 2(1-2) 0,686
KC myeloid skor 1 (1-2) 1(1-2) 0,892
Tiimo6r merkez 1,5 (0-2) 1(1-2) 0,874
myeloid skor
(KC - proksimal
KC)
Timor gevre 1(1-1) 1,5 (1-2) 0,127
myeloid skor

(KC - proksimal
KC)
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Grup 4’iin hepatektomisiz karacigeri ile grup 8’in proksimal karaciger
rejenerasyon indeksleri, KC myeloid hiicre skorlar1 ve tiimor merkez ve gevresinin
myeloid hiicre skorlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmamuistir. (Tablo 4.14) Kisa donem grubunda oldugu sekilde, bu durum

hepatektominin giivenle yapilabilecegine isaret ediyor olabilir.

Tablo 4.14: 4T1 (+) laparotomi yapilan ve 4T1 (+) hepatektomi yapilan uzun donem
gruplarmin (grup 4 — grup 8) hepatektomisiz karaciger ile proksimal karacigerlerin
rejenerasyon indeksleri, KC myeloid hiicre skorlar1 ve tiimoér merkez ve ¢evresinin

myeloid hiicre skorlarinin karsilagtirilmasi

A4T1 (+) IpX. uzun  4T1 (+) hpX. uzun p degeri

dénem (ortanca, donem (ortanca,
min-maks) min-maks)
KC rej. 2 (1-2) 3(1-3) 0,121
KC myeloid skor 1 (1-3) 2(1-2) 0,488
Tiimo6r merkez 3 (2-3) 2,5 (1-3) 0,333
myeloid skor
(KC - proksimal
KC)
Timor gevre 2 (1-3) 2 (1-3) 1,0
myeloid skor
(KC - proksimal
KC)
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Grup 7’nin karaciger proksimal kismi ile distal kismi1 arasindaki rejenerasyon
indekslerinin Spearman korelasyon testi ile degerlendirmesi yapildiginda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmamustir. (Tablo 4.15)

Tablo 4.15: 4T1 (+) hepatektomi yapilan kisa donem grubun (grup 7) karaciger
proksimal kismi ile distal kismi1 arasindaki rejenerasyon indekslerinin korelasyon

degerlendirmesi

4T1 (+) hpX. kisa donem  r (Korelasyon Katsayis1)  p degeri
Korelasyon

degerlendirmesi

Proksimal ve distal KC 0,707 0,116

rej.
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Grup 8’in karaciger proksimal kismi ile distal kismi arasindaki rejenerasyon
indekslerinin ve myeloid hiicre skorlarinin Spearman korelasyon testi ile
degerlendirmesi yapildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamustir. (Tablo
4.16)

Tablo 4.16: 4T1 (+) hepatektomi yapilan uzun dénem grubun (grup 8) karaciger
proksimal kismu ile distal kism1 arasindaki rejenerasyon indeksleri ve myeloid hiicre

skorlarmin korelasyon degerlendirmesi

4T1 (+) hpX. uzun dénem r (Korelasyon Katsayis1)  p degeri
Korelasyon
degerlendirmesi

Proksimal ve distal KC 0,825 0,086

rej.
Proksimal ve distal KC 0,559 0,327
myeloid skor
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5. TARTISMA

Sekonder karaciger tiimorlerinde hepatektominin hastalarin sag kalimina etkisi
tartismal1 bir konudur. Bu konuya yonelik calismalar 6zellikle kolorektal kanserlerin
karaciger metastazlarinda yapilan hepatektomiler tizerinedir. Karaciger metastazi olan
kolorektal karsinomlu hastalarda hepatektomi sonrast 5 yillik sag kalimin %20-40

arasinda oldugu gdsterilmistir.*

Ancak bu hastalarin takip siirecinde 0Ozellikle
hepatektomi sonrasi 12-18. ayda olmak iizere hepatik ve ekstrahepatik metastazlar
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu durum, kalan karaciger dokusunun rejenerasyonu ile timor
biiyiimesi arasinda bir iliski oldugunu diisiindiirmektedir.®®® Tiimér rekiirensinin
ortaya cikmasinda en c¢ok suclanan ajanlar karacier rejenerasyonu sirasinda
ekspresyonu artan biiyiime faktorleri ve matriks metalloproteinazlardir. Son yillarda
ise timor gelisimi ve metastazinda kemokin adi verilen sitokin ailesinden kiiglik
proteinlerin de rolii oldugu gosterilmistir. Hepatektomi sonrasi hepatik ve
ekstrahepatik tiimor gelisimi sirasinda kemokin seviyelerindeki degisiklik ve bunlarin
metastaz gelisimindeki rolii ise bilinmemektedir. Bu ¢alismada meme kanseri ekilen
fare modellerinde hepatektominin kemokin seviyeleri lizerine etkisi arastirilmistir. Bu
amacla farelere tiimor ekiminden sonra sol lobektomi veya sadece laparotomi
yapilmig, sonrasinda 1. ve 2. haftalarda fareler sakrifiye edilmislerdir. Farelerin
karaciger lizatlarinda CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17,CCL21,CCL22 ve
CXCL1, CXCL9 seviyeleri ¢aligilmistir. Ayn1 zamanda patolojik inceleme yapilarak

rejenerasyon ve metastaz durumlari aragtirilmistir.

Kisa dénem gruplarindan grup 7’nin proksimal KC kisminda CCL2, CCL3,
CCLA, CCL5, CCL22, CXCL1 ve CXCL9 seviyelerinde artis tespit edilirken, distal
kisimda ise sadece CCL4 ve CCLS5 seviyelerinde artis tespit edilmistir. Grup 3’te ise
CCL11 ve CXCLI1 seviyelerinde artis goriilmiistiir. Uzun dénem gruplarindan grup
8’de ise hem proksimal hem de distal karaciger lizatlarinda CCL2, CCL3, CCL4 ve
CCL5 ile CXCLI seviyelerinde artig goriilmiistiir. Grup 4’te ise sadece CCL2, CCL21
ve CXCL9 seviyeleri artmistir.

Farelerde CCL2, CCL3, CCL4 ve CCLS5; 11. Kromozomun uzun kolu tizerinde
eksprese olan ve sirasiyla JE, MPI-1a ve RANTES ligandlarini i¢ceren kemokinlerdir.
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CCL2 hem epiteliyal kanser hiicrelerinde hem de makrofaj gibi stromal
hiicrelerde eksprese edilir. Meme kanserinde neovaskiilarizasyon ve tiimor iligkili
makrofaj toplanmasindan sorumludur.?* Yiiksek seviyede CCL2 ve CCL4 igeren
meme kanserlerinde B ve T lenfosit ile makrofaj icereginin daha fazla oldugu,
dolayistyla CCL 2 ve 4’1in bu hiicreler i¢in kemotaktik aktivite gosterdigi caligmalarda
gosterilmistir.** Ayrica bu iki kemokinin de tiimor derecesi ve kotii prognozla iliskili
olduklar1 gosterilmistir.2*344 Bizim ¢alismamizda da CCL2 ve CCL4 seviyeleri grup
7 ve 8’de sham fare modellerine gore (grup 1-3-2-4) daha yiiksek seviyede
bulunmustur. Ayrica grup 8’de daha yiiksek kemokin seviyeleri tespit edilmistir.

Ayni sekilde CCL3 de CCR3 reseptorii iizerinden etki eden bir kemokin olup
aynen CCL2, CCL4 ve CCLS gibi tiimdr invazyonu ve metastazdan sorumludur. Bu
calismada da grup 7’nin proksimal karaciger kisimlarinda ve grup 8’in hem proksimal

hem de distal karaciger dokularinda CCL3 seviyelerinin artmis oldugu bulunmustur.

CCLS5’1n dzellikle tiimor epitel hiicrelerinde ekprese oldugu ve yiiksek dereceli
timorlerde diisiik dereceli tiimorlere gore seviyesinin arttig1 gosterilmistir.!* Meme
kanserinde CCL5 ekspresyonu monosit infiltrasyonu ile iligkili olup, meme kanseri
hiicrelerinden MMP-9 ekspresyonunda artisa yol acar. Bu durum metastaz gelisimi ile
iliskilidir.** CCL5 hem primer tiimdrde hem de metastatik bdlgelerde yiiksek oranda
bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda da CCLS5 seviyesi meme kanseri ekilen fare
modellerinde (grup 7 ve grup 8) yiiksek bulunmustur. Ozellikle grup 8’deki
hepatektomi materyallerinde, CCLS5 seviyelerinde belirgin yilikseklik goriilmiistiir. Bu
sonug, iki haftanin sonunda meme kanseri tiimdr yiikii artisina bagl ortaya ¢ikmis

olabilir.

CCL21 dalakta T hiicre zonunda, Peyer plaklarinda ve lenf nodlarinda eksprese
edilen ve CCR7 reseptoriine baglanarak temel olarak lenf nodlarina metastazdan
sorumlu bir kemokindir. Meme kanserinde, gastrik karsinomda, kii¢iik hiicreli dig1
akciger kanserinde ve melanomda lenf nodu metastazinda rolii oldugu literatiirde
gdsterilmistir.™* Miiller ve arkadaglarinin yaptigi calismada CCL21 reseptorii olan
CCR7’e baglanarak aktin polimerizasyonunu ve psddopod olusumunu artirarak lenf
nodu metastazina yol a¢maktadir.!® Diger yandan ise fare pankreas timor

modellerinde tiimor dokusuna immiin hiicre toplanmasini artirarak uzak organ
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metastazlarin1  azalttigr  gosterilmistir.}** Bizim calismamizda CCL21 seviyesi
incelenmistir hem kisa déonem hem de uzun dénemde hepatektomi yapilan meme
kanserli gruplarin (grup 7 ve grup 8) karaciger lizatlarinda CCL21 seviyesi yiiksek
bulunmamistir. Bu durum CCL21’in lenf nodlarinda eksprese edilmesine bagli olup
bu ¢alismada lenf nodu incelemesi yapilmamasina bagli olabilir. Bu sonug literatiirle
uyumlu bir sekilde CCL21’in karacigerde eksprese olmadigini gostermektedir.
Mumtaz ve arkadaslarmin yaptig1 calismada kolorektal karsinomda CCL21 diizeyi
incelenmis ve normal kolon dokusuna kiyasla kanserli dokuda CCL21 seviyesinin

azaldig gosterilmistir,**

CCL22 ise makrofaj kokenli bir kemokin olup Th2 iligkili sitokinler olan IL-4
ve IL-5 tarafindan iiretimi artirilirken, Thl iligkili sitokin olan interferon-y (IF-y)
tarafindan iiretimi azaltmaktadir. Literatiirde bazi timoér hiicrelerinin de CCL22
eksprese ettikleri gosterilmistir. Eksprese olan CCL22, reseptorii olan CCR4’e
baglanarak mikrobiyal enfeksiyonlara ve tiimor hiicrelerine karsi gelisen immiin yaniti
suprese eder. Bunu da ortama Treg toplanmasina yol acarak yapar. Boylece enfeksiyon
durumunun devam etmesine ve tiimor gelisimine neden olur. CCL22 ekspresyonunda
artis kolorektal adenokarsinomlar, akciger kanseri, lenfoma, bas-boyun skuamoéz
hiicreli karsinomlar1 ve meme kanserinde gosterilmistir.2414" Jafarzadeh ve
arkadaglarinin 100 meme kanserli kadin hastada yaptig1 calismada meme kanserli
hastalarin serum CCL22 diizeylerinin saglikli kontrol grubuna gore daha yiiksek
oldugu ve ayrica serum CCL22 seviyesinin hastalik evresi arttik¢a yiikseldigi
gosterilmistir. Bu da CCL22 seviyesindeki artisin meme kanseri progresyonu ve
gelisimine yol actigim desteklemektedir.!*® Bizim calismamizda ise CCL22 seviyesi
sadece grup 5’teki farelerin KC dokusunda artmustir. iki hafta boyunca meme
kanserine maruz kalan ve ikinci haftanin sonunda sakrifiye edilen gruplarda (grup 4
ve grup 8) ise CCL22 seviyesinde artis tespit edilmemistir. Bu sonuclar literatiir
bilgilerinden farklidir.

Timor metastazinda yeni damar olusumu kritik bir 6neme sahiptir ve yeni
damar olusumunda anjiogenik ve anti-anjiogenik faktorler arasindaki iligki anjiogenez
lehine artmaktadir. Anjiogenez kompleks bir siire¢ olup kanser metastazinin
patogenezinde yeni damar olusumunun yani sira tiimor iligkili makrofajlar (TAM),

adezyon molekiillerinin ekspresyonunun degismesi ve ekstraseliiler matrikste proteaz
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tiretiminin artmasi gibi faktorler de rol oynarlar. Tiimor hiicreleri, fibroblastlar ve
timor iliskili makrofajlar tiimor mikrogevresinde zengin sitokin aginin olusumuna yol
acarlar. Bu sitokin ag1 igerisinde bulunan bazi kemokinler de anjiogenezde rol
oynamaktadir. Anjiogenezden temel olarak sorumlu kemokin alt grubu CXC
kemokinler olup proanjiogenik ve antioanjiogenik etki gosterirler. Anti-anjiogenik
kemokinler CXCL9, 10 ve 11 olup CXCR3 reseptdrii araciligiyla hem proanjiogenik
kemokinleri hem de bFGF ve VEGF gibi sitokinleri inhibe ederler.** Pro-anjiogenik
kemokinler ise CXCR1 ve CXCR2 reseptorleri iizerinden etki eden kemokinlerdir.
Ozellikle in vivo ¢aligmalarda CXCL8’in meme kanserinde tiimor gelisimi, anjiogenez

ve metastazdan sorumlu oldugu gosterilmistir. 1148

CXC kemokin ailesi 17 liganddan ve 7 reseptérden olusan kemokin alt
grubudur. Bu grup igeresinde bulunan CXCL1, 2, 3, 5 ve CXCLS glutamik asit-16sin-
arjinin (ELR) sekansi icerir. ELR® bu kemokinler, notrofil toplanmasi ve
anjiogenezden sorumludur. Literatiirde CXCL1 ekspresyonunda artis prostat kanseri,
mide kanseri, renal hiicreli karsinom ve melanomda gdsterilmistir.**® Son yillardaki
caligmalarda da artmig CXCL1 protein ekspresyonunun meme kanseri ekilen fare
modellerinde artmis tiimor biliylimesi ve akciger kanseri ile iligkili oldugu
bildirilmistir.'*°Ayn1 sekilde Her-2 (+) metastatik meme kanserlerinde de CXCL1
protein ekspresyonunda artig oldugu ve bu yiiksekligin azalmis sag kalim ile iligkisi
oldugu bildirilmistir.2*%! Zou ve arkadaslarinin yaptig1 galismada meme kanseri
stromasinda artmig CXCLI diizeyi oldugu, bu artisin da tiimor rekiirrensi ve azalmis
hasta sag kalimu ile iliskisi oldugu gosterilmistir.'*® Ayrica, CXCLI’in stromadaki
fibroblastlara lokalize oldugu ve TGF-f sinyalizasyon sistemi ile inhibe oldugu
bildirilmistir.!*® CXCLI1 reseptérleri olan CXCR1 ve CXCR2; miyeloid hiicreler ve
karsinom hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Dolayisiyla karsinom iligkili
fibroblastalarda CXCL1 ekspresyonunun varligimin,  timoér progresyonu ve
kemoterapi direnci gelisimi agisindan immiin hiicreler ve kanser hiicreleri arasindaki
parakrin iliskiyi sagladig1 diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda da CXCL1 diizeyi
grup 3 ve grup 7’nin KC lizatlar1 ile grup 8’in distal karaciger dokusunda daha fazla
olmak iizere hem grup 6 hem de grup 8’in her iki karaciger dokusunda da artmis oranda

bulunmustur.

67



CXCL?9, farelerde 5. kromozomun uzun kolu iizerinde kodlanan ve CXCR3
reseptorii lizerinden etki eden bir anti-anjiogenik kemokindir. Literatiirde CXCL9
seviyesindeki artisin over ve kolon kanserlerinde tiimor dokusuna CD8" T hiicre
infiltrasyonunu  artirarak  kanser metastazint azaltip sag kalimi artirdig
gosterilmistir.}%?? Bizim calismamizda ise grup 7’de artmus CXCL9 seviyesi
bulunmustur; ancak ayni yiikseklik grup 8’de gdsterilmemistir. Uzun dénem sham

gruplar1 olan grup 2 ve grup 4’te yiikseklik tespit edilmistir.

CCL2 ve 5 seviyelerinin, grup 8’in KC lizatlarinda diger gruplara kiyasla ¢ok
daha yiiksek ¢ikmasi, metastaz gelismesinden 6nce KC lizatlarinda seviyelerinin
yiikselerek, bir timor belirteci gibi kullanilabilme ihtimalini de akla getirmektedir. Bu

ihtimal de KC ve periferik kan 6rneklerinde ileri deneylerle arastiriimalidir.

Tiimor ekilip hepatektomi yapilan gruplarda (grup 7 ve grup 8) kemokin
diizeyleri kontrol gruplarina kiyasla daha yiiksek bulunmustur ancak toplamda 4 adet

farede karaciger metastaz1 gelismis olmasi birbiriyle paralellik gostermemektedir.

Tiimdr ekilen kontrol gruplarina gére (grup 3 ve 4), tiimor ekilip hepatektomi
yapilan gruplarda (grup 7 ve 8) kemokin diizeyleri daha yiiksek bulunmustur. Grup 7
ve grup 8 birlikte degerlendirildiginde, ELISA ile saptanan kemokin yogunluklar1 ve
kemokin c¢esitliligi diger gruplara gore daha fazla olarak goriilmiistiir. Patolojik
inceleme sonucu istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, KC metastazi
saptanan 4 adet farenin tamami hepatektomi yapilan gruplardadir. Birbirine paralel bu
iki sonu¢ g6z Oniinde bulunduruldugunda “tiimor ekilen gruba KC rezeksiyonu
yapildiginda metastaz oran1 artmistir” yorumu yapilabilir. Bu bilgiler 1s181inda, bazi
caligmalarda da gosterilen KC rezeksiyonu sonrast KC metastazinin arttig1 hipotezinin

dogrulugu daha ileri arastirmalarla mutlaka incelenmelidir.
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6. SONUCLAR

1. Deneysel meme kanseri modelinde karaciger rezeksiyonu kisa ve uzun
donemde kemokin artisina neden olmaktadir.

2. Kemokin artisi ile metastaz paralellik gostermemistir.

3. Istatistiksel olarak anlamli bulunmamis olmakla birlikte, histopatolojik olarak
metastazlarin  tamaminin  karaciger rezeksiyonu wuygulanan gruplarda
saptanmis olmas1 yeni c¢alisma  gerekliliginin  gostergesi  olarak

degerlendirilebilir.
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