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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitll tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basih
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar digindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bélimiiniin gelecekteki ¢alismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢galismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden
yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kitiiphaneleri Agik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitt / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. ¥

o Enstiti / Fakilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir. ¢

24/07/2023
(imza)

Aysenur GOK

Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina fliskin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérisii lzerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki
yil siire ile tezin erisime agciimasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
yéntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun
gorisi tzerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak (izere tezin erisime
ag¢iimasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisanststii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan
isbirligi protokolii ¢ergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun
Gnerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisi lzerine (iniversite yénetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari
verilen tezler Yiiksekgretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari cercevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldiriimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin éGnerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii (zerine enstitii veya fakiilte yénetim
kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu calismadaki bitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar cercevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Tez Danismaninin Unvani, Adi SOYADI
danismanhiginda tarafimdan dretildigini ve Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri

Enstitlisii Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

(imza)
Uzm. Vet. Hek. Aysenur GOK
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tesekkir ediyorum.
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yardimlari olan sayin hocam Prof. Dr. ismail Abidin’e ¢ok tesekkiir ediyorum.

Degerli ekip arkadaslarim Uzm. Biyo. Aynur Isik, Behar Bunjaku, Baris Cergi,
Dr. Sarp Uzun, Uzm. Biyo. Ozge Ozcan ve Uzm. Biyo. Sinem Bakir’a cok tesekkiir

ederim.

Kok Hicre Bilimleri Merkezi'nde tanimis oldugum ve c¢ok glizel anilar
biriktirdigim, bu yolculukta birbirimize destek oldugumuz, buraya isimleri

sigamayacak tim arkadaslarima tesekkiir ediyorum.

Her zaman, her durumda yanimda olan ve biyik bir 6zveri ve gonille beni
destekleyen canim annem Hiisne GOk, canim babam Hiseyin Avni Gok ve canim

kardesim Ciineyt Gok’e sonsuz tesekkiir ediyorum. lyiki varsiniz canim ailem...

Doktora egitimimi 100/2000 Doktora Bursu programi ile desteklemis olan
Yiksek Ogretim Kurulu (YOK)'na ve bu tez ¢alismasini, 1205967 proje numarasi ile,
1001-Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme Programi tarafindan
fonlayarak destekleyen Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) na

tesekkir ediyorum.
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OZET

Gok, A., Apc Mutant Fare Modelinde Azaltilmis Bdnf Ekspresyonunun intestinal
Tumor Gelisimi Uzerine Etkilerinin Arastirlmasi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii K6k Hiicre Programi Doktora Tezi, Ankara, 2023. Wnt sinyalini
negatif yonde dlizenleyen adenomat6z polipozis koli (Apc) tlimoér baskilayic
genindeki mutasyon, kolon kanserlerinde en g¢ok rastlanan mutasyondur. Wnt sinyal
yolaginin dizenledigi genlerden biri olan beyin tirevli nérotrofik faktor (Bdnf),
kolorektal kanserler gibi bir¢ok tiimér dokusunda yiksek seviyede ifade olur. Bu tez
galismasinda; Apc mutant farelerde Bdnf ekspresyonundaki azalmanin intestinal
timor gelisimine etkilerini arastirmak amacglanmistir. Bu kapsamda; 36 hafta
boyunca Apc*/, Bdnf*, Apc*/"Bdnf*/- ve yabanil tip fare deney ve kontrol gruplarini
takip ettik ve Bdnf mutasyonunun Apc mutant fareler lzerindeki etkilerini fenotipik
ve molekiiler diizeyde arastirdik. Deneyler sonucunda; Apc*/- ve yabanil tip farelere
kiyasla, Bdnf*/- disi ve erkek fare gruplarinda; grubun yarisi normal viicut agirhgina
sahipken diger yarisinda belirgin bir kilo artisi oldugu gézlemlendi. Benzer kilo alimi
egilimi Apc*/- Bdnf*/- farelerde de gerceklesti. Apc*/- Bdnf*/" farelerde, Apc*/- farelere
kiyasla, ilk 6 ay boyunca anemi, zayiflama, kiirkte bozulma, postiirde bozulma gibi
hastalik fenotipleri goriilmedi. Apc*/- Bdnf*- farelerin sagkalim sireleri, Apc*"
farelere gore yaklasik 2 ay kadar artti. Apc*/- farelerde Bdnf ifadesinin azaltiimasi;
ince bagirsaktaki polip sayisini az miktarda azaltirken, kolondaki polip sayisini
belirgin olarak artirdi. Apc+/- Bdnf+/- farelerin timorlerinde; Bdnf, Trk B, beta
katenin ve Lgr5 gen ifadeleri ile matlr ve immatir Bdnf ve beta katenin protein
dlzeyi, Apc+/- farelere gore azaldi, boylelikle kok hiicre dinamiklerinin de
degisebilecegi duslintldi. Bu ¢alisma sonucunda; Apc mutasyonu ile baslayan
intestinal timorlerde tedavi icin BDNF'in 6nemli bir aday molekiil olabilecegini

dislinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Bdnf, Apc, intestinal tiimorigenez, intestinal kok hiicre,

Wnt/Beta katenin sinyal yolagi.

Bu calisma, TUBITAK-1001 projesi (Proje No: 1205S967) kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Gok, A., Effects of Reduced Bdnf Expression on Intestinal Tumor Development in
Apc Mutant Mouse Model, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Department of Stem Cell Sciences Doctor of Philosophy Thesis, Ankara,
2023. A mutation in adenomatous polyposis coli (Apc) tumor suppressor gene,
which negatively regulates Wnt signaling, is the most common mutation in colon
cancers. Brain-derived neurotrophic factor (Bdnf), one of the genes regulated by the
Whnt signaling pathway, is expressed at high levels in many tumor tissues such as
colorectal cancers. In this thesis study; It was aimed to investigate the effects of
decreased Bdnf expression on intestinal tumor development in Apc mutant mice. In
this context; we followed up Apc+/-, Bdnf+/-, Apc+/-Bdnf+/- and wild-type mouse
experimental and control groups for 36 weeks and investigated the effects of Bdnf
mutation on Apc mutant mice phenotypically and molecularly. When the
experiments are finished; compared to Apc+/- and wild-type mice, while half of the
group had normal body weight, a significant weight gain was observed in the other
half in Bdnf+/- female and male mice. A similar trend of weight gain occurred in
Apc+/- Bdnf+/- mice. Apc+/- Bdnf+/- mice did not show any disease phenotypes
such as anemia, weight loss, discolored fur, or altered posture during the first 6
months compared to Apc+/- mice. Survival times of Apc+/- Bdnf+/- mice increased
by approximately 2 months compared to Apc+/- mice. While it slightly decreased
the number of polyps in the small intestine of Apc+/- Bdnf+/- mice, it significantly
increased the number of polyps in the colon of Apc+/- Bdnf+/- mice. Bdnf, Trk B,
beta catenin and Lgr5 gene expressions and mature and immature Bdnf and beta
catenin protein levels were decreased in tumors of Apc+/- Bdnf+/- mice compared
to Apc+/- mice, so it was thought that stem cell dynamics might also change. As a
result of this study; we think that BDNF may be an important candidate molecule

for the treatment of intestinal tumors starting with Apc mutation.

Keywords: Bdnf, Apc, intestinal tumorigenesis, intestinal stem cell, Wnt/Beta

catenin signaling pathway.
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Kolon kanseri olusumu ve etkileyen faktorler.
Wnt/B-catenin Sinyal Yolag!.

Fare Apc Protein Yapisi ve Mutasyonlari. Mutasyon isimleri,
belirli kanser modelini tanimlayan galismalarda yer alan
terimleri gostermektedir. Apc ASAM alelinde silinen
bolgenin alti gizilmistir. A, silinen yerleri gostermektedir. AA,
amino asit. SAM, serin—alanin—metionin.

Laboratuvarimizda olusturulan Apc+/- mutant farenin 16.
ekzonunda meydana gelen 8 niikleotid delesyonu ve
duodenumunda olusmus polip 6rnegi.

ince bagirsak ve kolon epitelinin yapisi.
Norotrofinler ve reseptorleri.

Bdnf/Trk B Sinyal Yolagi.

Bdnf’lin protein alt birimleri.

Deney gruplarindan terminal doneme giren Apc+/- disi fare
(Yas: 157 gin).
Farelerin numarali kiipeler ile kodlanmasi.

Bdnf+/- Erkek Farelerin wt C57BL/6 Disi Fareler ile
Ciftlestirilmesi.

Bdnf+/- Erkek Fareler ile Apc+/- C57BL/6 Disi Farelerin
Ciftlestirme Gruplari.

Transgenik fare diyetlerinin hazirlanmasi. Diyet hazirlama
asamalari: 1. Diyetlerin dengeli aminoasit profili ve yeterli
protein degerini saglayacak sekilde formile edilmesi. 2.
Sistematik ve vyeterli homojenizasyon. 3. Peletleme. 4.
Kurutma ve Paketleme.

Diyetlerin nem ve ham kil analizleri igin islemler.

Transgenik fare diyetleri besin madde bilesimleri.
Makroskopik inceleme igin 6rnek kayit formu.
Diseksiyon ve taze doku toplama alani.

FFPE bloklarin hazirlanmasi oncesi olusturulan kaset
ornekleri.
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4.10.

Bdnf +/- Damizlik Erkek Farelerin (#814, 815, 816, 817, 818)
Genotiplendiriimesi: PCR Urinlerinin Agaroz Jeldeki
Goruntasu.

Apc+/- kolonisinin genisletilmesi sonucunda; 828, 830, 831,
833, 837, 839, 850, 851, 857, 858, 871, 873 kiipe numarali
toplam 12 adet Apc +/-disi fare ve 879 kipe numarali Apc
+/-erkek fare elde edildi.

Kontrol ve deney gruplarinin olusturulmasi icin Apc+/-ve
Bdnf +/-PZR Urini agaroz jel goéruntileri. (a, b) Apc+/-
farelerinin  genotiplenmesi. (c, d) Bdnf+/-farelerinin
genotiplenmesi.  Cerceve icerisindeki  genotipleme
sonuclari, ayni farede hem Apc hem de Bdnf mutasyonlari
oldugunu gosterir (Apc+/-Bdnf+/-fareler).

Ayni vyastaki (165 giin) Bdnf/-ve wt erkek fareler, soy
icerisinde ¢ogaltilmistir. Bdnf /-erkek farenin vicut agirligi:
54,82 g; wt erkek farenin viicut agirligi: 25-30 g.

Grupta agresif davranis gosteren Bdnf+/-erkek fareler, yas:
30-60 gun. Agresif davranisin ardindan fareler ayri
kafeslere alindi.

Deney gruplarinin 36 haftalik viicut agirligi takibi. Sonuglar
ortalama + standart hata olarak gosterilmistir.

Arastirma gruplarinda; 20 haftalik yastaki disi (A) ve erkek
(B) farelerin viicut agirhg dagihmi, 30 haftalik yastaki disi
(C) ve erkek (D) farelerin vicut agirligi dagihmi.

(A) 217 gunlik yastaki Bdnf+/- erkek fareler; 1: 52,27 g, 2:
27,07 g. (B) 252 gunlik yastaki Bdnf+/- disi fareler; 1: 50,42
g, 2: 24,48 g. (C) 252 gunliuk yastaki Bdnf+/- erkek fareler;
1:48,13 g, 2: 33,85 8.

36 haftalik takip boyunca deney gruplarinin sagkalimini
gosteren Kaplan-Meier egrileri. Disi (A), erkek (B) ve tim
(C) farelerden olusan deney gruplari igin sagkalim egrileri.
*P <0.05, Kaplan Meier analizi, log-rank testi.

Kontrol ve deney gruplarinin diseksiyon sonrasi
gastrointestinal sistemi goriintdleri. (A) Yabanil tip fare. (B)
Bdnf+/- fare. (C) Apc+/- disi fare. (D) Apc+/-Bdnf+/- disi
fare. (E) Apc+/- erkek fare. (F) Apc+/-Bdnf+/- erkek fare.
Cerceve icerisindeki bolge, Apc+/-Bdnf+/- mutant farelerin
distal kolonundaki yogun polip ylkini gostermektedir.
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4.12.

4.13.

4.14,

4.15.

4.16.
4.17.
4.18.
4.19.

4.20.

4.21.

4.22,

Apc+/- ve Apc+/- Bdnf+/- farelerde polip yiki dagilimlari.
Pembe renk: disi fareler, Mavi renk: erkek fareler. n= 6-10,
gruplardaki fare sayilari. Mann Whitney-U testine gore
Apc+/- ve Apc+/- Bdnf+/- farelerindeki kolon polip sayilari
karsilastinlldiginda aradaki fark anlamli bulunmustur, P
<0,05.

Sirasiyla Apc+/- ve Apc+/- Bdnf+/- farelerin ince bagirsak (A
ve B) ve kolon adenom (C ve D) doku kesitlerinin
hematoksilen-eozin (H&E) boyamalari. Olgek ¢ubugu: 100
um.

Yabanil tip (wt) fare beyni H&E boyamasi (A) ve Bdnf
immuanohistokimyasi (B). Sirasiyla wt ve Bdnf mutant
farelerin distal kolon Bdnf imminohistokimyasi (C, D). Apc
mutant (E-F) ve Apc/Bdnf ¢ift mutant (G-H) farelerin ince
bagirsak adenomunda Bdnf (E, G) ve B-katenin (F, H)
antikoru boyamalari.

Apc mutant (A-B) ve Apc/Bdnf ¢ift mutant (C-D) farelerin
ince bagirsak mukozasi (A, C) ve adenomunun (B, D) BrdU
isaretlemesi. Olcek cubuklari: 50 pum (A, C) ve 100 um (B,
D).

(A) Western blot analizinde, Apc+/+ Bdnf+/+ (yabanil tip,
wt), Apc+/- Bdnf+/+ (Apc mutant), Apc+/- Bdnf+/-
(Apc/Bdnf ¢ift mutant) ve Apc+/+ Bdnf+/- (Bdnf mutant)
farelerin beyin ve kolon mukozasinda BDNF ve [3-katenin
protein seviyeleri. (B) Apc mutant ve Apc/Bdnf ¢ift mutant
farelerde ince bagirsak mukozasi ve polibinde Bdnf ve B-
katenin protein seviyeleri.

Kantitatif gercek zamanl PZR analiz sonuglari.
Kantitatif PZR Urinlerinin agaroz jeldeki (%1) gorintileri.
Amplifikasyon egrileri.

Kantitatif gercek zamanh PZR analizinde tiim genlerin ayni
dokuda birlikte gosterimi.

Arastirma gruplarindaki disi (A) ve erkek (B) farelerin
fiksasyon sonrasi solid beyin tartimlari.

Arastirma gruplarinda beyin diseksiyonu ornekleri. Cerceve
icindeki bolge, serebral hemisferler arasinda gozlenen
asimetriyi gosterir.

(A) Solid beyin tartimi yapilan disi ve erkek farelerin beyin
agirhklarinin viicut agirliklarina oranlarinin ortalamalari (g).
(B) Ayni farelerin yas ortalamalari (gin).
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4.23,
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4.25,

Sirasiyla Apc mutant (a-d) ve Apc/Bdnf ¢ift mutant (e-h)
farelerinden alinan akciger, kalp, bébrek ve karaciger doku
kesitlerinin H&E boyamasi. Olgek cubugu: 100 pm.

Sirasiyla wt, Bdnf, Apc ve Apc/Bdnf mutant farelerin dalak
dokusu kesitlerinin H&E boyamalari (a-d). Olcek cubugu: 100
um.

Gruplarda dalaktaki her iki ylksek gicli alan basina
megakaryosit sayisi dagilimlari. Mann Whitney-U testine
gobre Apc+/- ve Apc+/- Bdnf+/- farelerdeki megakaryosit
sayilari karsilastirildiginda aradaki  fark  anlaml
bulunmustur, P <0,01. Pembe renk: disi fareler, Mavi renk:
erkek fareler.
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1. GiRiS

Kolorektal kanserlerin gelisiminde ve ilerlemesinde; Wnt, Notch, kemik
morfogenetik protein (BMP)/ Donlstlirtici bliyiime faktori beta (TGF-B), Hedgehog-
Gli (HH-GLI), epidermal blyime faktori reseptori (EGFR)/mitojenle etkinlesen
protein kinaz (MAPK), niukleer faktor — kappa B (NF-kB) ve Akt/mTOR gibi sinyal
yolaklari 6nemli rollere sahiptir ve kanser kok hiicresi yenilenmesinde gorevlidir. Bu
yolaklarin anormal aktivasyonu, tumor gelisimine yol acgar. Kolorektal kanser
olusumunda; timor baskilayici genler, onkogenler, DNA onarim genleri, CD44
molekilini kodlayan genler ve COX-2 (cytochrome C oxidase, subunit 2) proteini
farkli yonlerden gorev alir ve bu genlerde gerceklesen mutasyon tiimoér gelisimine
sebep olur. Bu genler arasinda, Wnt sinyalini negatif yonde diizenleyen adenomat6z
polipozis koli (APC) timor baskilayici geni, kolon kanserlerinde en c¢ok rastlanan

mutasyon olarak gosterilmistir.

Kolorektal kanser gelisiminde en etkili olan sinyal yolaklarindan Wnt sinyal
yolagi bircok genin dizenlenmesinde gorevlidir. Bu genler arasinda, bir nérotrofin
olan beyin tiirevli norotrofik faktor (BDNF) geni yer almaktadir. BDNF, beyinde en bol
miktarda bulunan biylme faktoridir ve beyinin fizyolojik siireclerinin idamesinde
onemli bir role sahiptir. BDNF, kék hiicrelerin noéral farklilasmasini ve MAPK/ERK ve
PI3K/Akt'a bagh sinyal yollari araciligiyla farklilasmis hiicrelerin hayatta kalmasini
uyarir. BDNF ifadesi, sinir sistemi disinda meme, akciger, kolorektal, pankreas,
prostat, karaciger, miyelom ve lenfoid timorlerde ylksek oranda goriilmektedir.
BDNF/Trk B yolagi; noronal sagkalim, proliferasyon ve néral kok hiicrelerin néral
farklilasmasinin artmasiyla eriskin hipokampal nérogenezisin devam etmesinde ve
akson blylimesinde gorev almaktadir. Bu fonksiyon ve altta yatan mekanizma,
BDNF’in kanserdeki rolii ile benzerdir. BDNF ekspresyonu, hiicresel proliferasyonu ve
sagkalimi kontrol etmektedir ve ayrica matriks metalloproteinaz sekresyonu yoluyla
hiicre invazyonunda baglanti olusturmaktadir. BDNF, reseptor TrkB’ye baglanir ve
sirastyla bircok sinyal yolagi zincirini harekete gecirir. Bu sinyal yolagi kaskadlari;

PI3K/Akt, Ras-Raf-MEK-ERK, PLCy yolagi, EGFR transaktivasyonu, Jak/STAT, NF-kB,



UPAR/UPA, Wnt/B-katenin ve VEGF sinyal yolaklaridir. BDNF ifadesi, Wnt sinyal yolu
tarafindan diizenlenmektedir ve ayni zamanda, BDNF/Trk B yolaginin; kolorektal
kanserin de yer aldigl diger bircok tip solid timorde yiliksek seviyede upregiile

edildigi bildirilmistir.

Yukaridaki bilgiler 1siginda, “Apc mutasyonuna sahip farelerde Bdnf ifadesinin
azaltilmasi intestinal polip olusumunu azaltir mi?” sorusu akla gelmistir. Bu sorunun
cevabini aramak Uizere bu tez calismasinda, genetigi degistirilmis Apc mutant fare
intestinal timo6r modelinde Bdnf ifadesinin azaltiimasinin Apc mutasyonuyla baslayan

intestinal timor gelisimine etkisini arastirmak hedeflenmistir.

Boylece bu calismada; 36 hafta boyunca Apc+/-, Bdnf+/-, Apc+/-Bdnf+/- ve
yabanil tip fare deney gruplarini takip ettik ve Bdnf mutasyonunun Apc mutant
farelere fenotipik ve molekiler diizeydeki etkilerini arastirdik. Takip sonucunda,
Apc+/- ve yabanil tip farelere kiyasla, Bdnf+/- farelerin vicut agirliginda belirgin bir
artis goruldi. Bdnf+/- disi ve erkek farelerin viicut agirliklari incelendiginde, grubun
yarisi normal viicut agirhgina sahipken diger yarisinda belirgin bir kilo artisi oldugu
goruldi. Benzer kilo alim egilimi Apc+/- Bdnf+/- farelerde de oldu. Apc+/- Bdnf+/-
fareler, Apc+/- farelere kiyasla, yaklasik 5 ay boyunca normal degerler tzerinde kilo
aldi. Ayni zamanda, intestinal timor gelisimine bagli olarak meydana gelen; anemi,
zayiflama, kiirkte bozulma, postiirde bozulma, rektal prolapsus olusumu gibi hastalk
fenotiplerini gbstermedi. Bunun yaninda, Apc+/- Bdnf+/- farelerin sagkalim siireleri,
Apc+/- farelere kiyasla yaklasik 2 ay kadar uzadi. Bdnf ifadesi azalmis Apc+/-
farelerde polip olusumu fenotipi, intestinal polipteki Bdnf ve beta katenin protein
dizeyleri ile Bdnf, Trk B, beta katenin ve Lgr5 gen ifadeleri dizeyi ve polip
bolgesindeki proliferatif hiicre yogunlugu degisti. Apc+/- farelerde Bdnf+/-
mutasyonunun varligl, intestinal timoér gelisimde polip yliki dagihminda farklihiga
yol acti. ince bagirsaktaki polip yiikii az miktarda azaltirken, kolondaki polip yiki
belirgin olarak artti. Sagkalim ve kilo alimi egilimleri belirli bir sire igin iyi yonde
seyretti. Apc mutasyonuna sahip farelerde Bdnf ifadesindeki azalmanin intestinal

timorigenez lzerine etkileri disinda, sistemik baska etkileri de ortaya ¢ikti.



Bu calisma ile, kolon kanseri gelisimini anlamak igin yeni bir bakis agisi
kazanildigi ve tedavi stratejileri icin BDNF’in aday molekil olabilecegine dair 6nemli
katkilarin saglandigi dusuntlmektedir. BDNF/Trk B sinyal yolagi, intestinal timor
gelisimi ve intestinal kdk hicre dinamikleri arasindaki iliskiyi daha detayl
anlayabilmek ve Bdnf ile iligkili gen tedavileri gibi farkh tedavi stratejileri i¢in daha
fazla bilgi edinebilmek adina daha derin parametreler ile in vivo ve molekiler
diizeyde inceleme vyapilmasi, kolon kanseri arastirmalari igin aydinlatici

¢alismalardan biri olacaktir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Kolorektal Kanser (KRK) Geligimi

Kolon kanseri en yaygin gorilen gastrointestinal adenokarsinomlardan biridir
ve en sik gorilen timor gesitleri arasinda yer alarak Bati yarim kirede en énemli
Olim nedenlerinden biri olmakta ve Amerika’da kanser kaynakh 6lim sebepleri
arasinda Uglincl sirada yer almaktadir. Kuzey Amerika ve Bati Avrupa’daki insidansi
gelismekte olan Ulkelere kiyasla daha yiksektir, fakat gelismekte olan (lkelerdeki
insidansi da artis egilimi géstermektedir (1-3). GLOBOCAN 2020 tahminlerine gore,
2020'de diinya ¢apinda 1,15 milyon yeni kolon kanseri vakasi olacagi ve bu sayilarin
artarak 2040'ta 1,92 milyona yiikselecegi tahmin edilmektedir. Oniimiizdeki 20 il
icinde 6n gorilen en yiksek sayida yeni kolorektal kanser (KRK) vakasinin Cin ve
Amerika Birlesik Devletleri'nde meydana gelmesi beklenmektedir Kolorektal kanser,
diinya capinda timorle iliskili morbidite ve mortalitenin ana nedenlerindendir.
KRK’in yillar boyunca ilerlemesi ile, hastaligin erken gelisim gosteren adenomat6z
oncl lezyonlari giderek invaziv asamalari takip etmektedir (4). Kolorektal kanser
gelisimi, 10-15 yil kadar sirebilen bir sirece sahip olup etkin genlerdeki
mutasyonlarin zaman iginde giderek birikmesiyle karakterize edilir ve halihazirda
mevcut sistemik tedaviler sagkalimi artirir, ancak ilerlemis kolorektal kanseri

iyilestirememektedir (5).

KRK; genetik faktorler, mikrobiyom, diyet modeli, yasam tarzi ve diger bircok
faktorler sebebiyle olusmaktadir (6). Mikrosatellit instabilitesi (MSI), BRAF
mutasyolari, PIK3CA mutasyonlari ve KRAS'taki genetik degisikliklerin tim{ KRK ile
iliskilidir (7). Yapilan son arastirmalarda, malignitelerin ¢ogunun sadece kalitsal
mutasyonlardan degil, bircok gen Uriinlniln dizensizliginden kaynaklandigini ortaya
koymustur. Bu gen urinleri, bliyime faktorlerini (6rn. EGF, VEGF ve IGF-1), bliyime
faktoru reseptorlerini (6rn. EGF reseptori), protein kinazlari (6rn. Src), inflamatuar
sitokinleri (6rn. TNF, IL-1, IL-6), inflamatuar enzimleri (6rn. COX-2, 5-LOX, PLA-2),

proapoptotik proteinleri (6rn. TNF, Fas, TRAIL), antiapoptotik proteinleri (6rn. Bcl-2,



Bcl-xL, cFLIP, IAP-1, IAP-2, survivin), timor baskilayicilari (6r. p53, Rb) ve
transkripsiyon faktorlerini (6r. NF-kB, AP-1, STAT3, HIF-1, PPARy) kapsamaktadir (8).

Kritik olan yaklagik 140 kanser etkin geni olmasina ragmen, KRK'de en sik
olarak mutasyona ugrayan genler APC, KRAS, BRAF, TP53 ve PIK3CA'dir (9). Dokular
yasla birlikte kanser gelisimi ile sonuglanabilecek ve olusumu devam eden somatik
mutasyon birikimi yaparlar. Bagirsak epitelinin sik yenilenmesi gbz o©niline
alindiginda, intestinal kok hiicreler (IKH) &zellikle bu tiir mutasyonel hasarlara

egilimlidir (10).

Sinyal yolaklarinin anormal aktivasyonu, KRK'in gelisiminde ve ilerlemesinde
onemli rollere sahiptir. Wnt, Notch, kemik morfogenetik protein (BMP)/TGF-B,
Hedgehog-Gli (HH-GLI), epidermal buylime faktorli reseptoérlii (EGFR)/mitojenle
etkinlesen protein kinaz (MAPK), NF-kB ve Akt/mTOR kanser kdk hicrelerinin kendi
kendini yenileme sireglerinde yer almaktadir (11). Kolorektal kanser olusumunda;
timor baskilayici genlerden APC (adenomatdz polipozis koli), DCC (deleted in
colorectal cancer), p53 (gene encoding tumor protein p53) ve MCC (mutated in
colorectal cancer), onkogenlerden K-ras (Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog), SRC (proto-onkogen SRC) ve C-myc (homologous oncogene viral
myelocytomatosis), DNA onarim genlerinden hMSH2 (mutS 2 homologue), hPMS1
(BstNlproline rich protein subfamily 1) ve bunlara ek olarak CD44 genleri (CD44
molekilind kodlayan gen) ve COX-2 (cytochrome C oxidase, subunit 2) birbirinden farkli
sekilde rol oynamaktadir ve bu genlerden iki veya daha fazlasinda meydana gelen
mutasyonlar malign timoér olusumuyla iliskilendirilmektedir (Sekil 2.1.). Bu genler
arasinda, adenomatodz polipozis koli (APC) timor baskilayici geni, ailesel ve sporadik
kolon kanserlerinde en sik rastlanan mutasyon olarak gosterilmistir (12,13). APC
mutasyonlarinin germline tasiyicilari, 6zellikle erken KRK baslangicina duyarldir ve 40
yas civarinda KRK olusmasinda %100’e yakin oranda risk faktorii olusturmaktadir (1).
FAP (Familyal Adenomatdz Polipozis) ve HNPCC (Herediter Non-Polipozis Kolorektal
Kanser) gibi alt grup kolorektal kanserlerin kaynagi kiiclik bir payla herediter kokenli
olmasina ragmen; ailesel olmayan kolorektal kanserlerde, diisiik penetrans ve gevresel

etkenlere maruz kalimdan o6tiri genler arasindaki etkilesimler sonucunda yiliksek



genetik yatkinliga sahip bireylerde hastaligin meydana gelmesi daha biiyilik bir paya
sahiptir (14).
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Sekil 2.1. Kolon kanseri olusumu ve etkileyen faktorler. Islam ve ark. (2022) ve
Markowitz ve ark. (2009)’'nin galismalarindan adapte edilmistir.

KRK’ler, gen ifadesi ve timor olusumu acisindan farklik godsteren heterojen
hicre popilasyonlarindan olusur (15,16). Sporadik KRK ve kalitsal KRK, kok hiicre
asamasindan koken almaktadir. KRK kok hiicreleri (KKKH), kendi kendini yenileme ve
bircok soya farklilasma potansiyeli olan ve tiimér olusumunu siirdirebilen KRK hicre
popiilasyonunun kiciik bir kismini temsil etmektedir (17). Barker ve arkadaslari, APC
eksikligi ile beraber icinde sadece Losin agisindan zengin tekrar iceren G proteini bagli
reseptér 5 pozitif (Lgr5+) kok hicrelerinin kolorektal adenom olusumuna yol
acabilecegini 6ne slirmuslerdir (18). Adenomlarin tabaninda bulunan kok hiicre benzeri

Lgr5+ timor baslatan hiicreler, normal kok hiicrelere benzer 6zelliktedir (19).

Bu hastaliktaki molekiler ve hiicresel cesitlilik, kisiye 6zgli tedavinin 6nemine
dikkat cekmektedir. Ayrica, aile gecmisinde kolon kanseri 6yklsi bulunan bireylerde
kolon kanserinin meydana gelme orani %25’in Gzerindedir (20). Kolorektal kanserler igin
bircok tedavi yontemi mevcut oldugu halde insidansi artmaya devam etmekte ve yeni

tedavi yontemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir.




2.1.1. insan ve Fare Gastrointestinal Sistem Karsilastirmasi

Fare modelleri, biyomedikal arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Fare
anatomisi, fizyolojisi ve genetigindeki benzerlikler, fare deneylerinden insan
biyolojisi hakkinda ¢ok sayida c¢ikarimin yapilmasina imkan saglamaktadir. ileri fare
genetigi bilgisi ve ¢ok sayida genetigi degistirilmis fare modelinin varligi, fonksiyonel
calismalari buylk olgide kolaylastirmaktadir. Ayrica, diger memeli deneysel
modelleriyle karsilastirildiginda diisik bakim maliyetleri, yliksek Greme oranlari ve

kisa yasam dongls, fare modelinin 6nemli avantajlaridir (21).

Fare ve insanin fizyoloji ve anatomik yapilarinin bliyik oranda benzer olmasi,
fare modellerinin biyomedikal g¢alismalarda yaygin olarak kullanilmasini saglayan
etmenlerden biridir. Ozellikle her iki tiirde de sindirim sistemi anatomik olarak
birbirine benzeyen organlardan olusmaktadir. Bununla birlikte, fare ve insan bagirsak
sisteminin anatomisi de farkli diyetlere, beslenme modellerine, viicut boyutlarina ve
metabolik gereksinimlere gore sekillenebilecek belirgin farkliliklara sahiptir (Tablo

2.1.) (22).



Tablo 2.1. Fare ve insan gastrointestinal sistem anatomisi ve histolojisindeki
benzerlikler ve farkliliklar. Cikan kolon= proksimal kolon, inen kolon= distal kolon

(21).

Ozellikler

Fare

insan

Genel anatomi: gastrointestinal sistem agizdan
olusur,
yemek borusu, mide, ince bagirsak, kalin
bagirsak ve anis

Evet

Evet

ince bagirsagin kesit dokusunun bilesimi:
mukoza, lamina
propria, muskularis mukoza, submukoza, kasli
tunikler, sinir pleksi, seroza

Evet

Evet

ince cikista hiicre yapisi: emici enterositler,
goblet hiicreleri, enteroendokrin hicreleri,
Paneth hicreleri, mikrokat (M) hicreleri,
caveolated (bas) hiicreleri

Evet

Evet

Kalin bagirsagin kesit dokusunun bilesimi:
mukoza, lamina propria, muskularis mukoza,
submukoza, kasli tunikler, seroza

Evet

Evet

Kolondaki hiicrelerin varhgi: emici kolonositler,
goblet hiicreleri,
enteroendokrin hiicreler, mikrokat (M) hiicreleri

Evet

Evet

Mide

Glandiler olmayan/6n
mide ve glandiler mide
olarak bolinmis, iki
parca sinirlayici sirt ile
ayrilmistir.

On mide eksikligi,
sinirlayici ¢ikinti yok

ince Bagirsak

Mukozal kivrimlari
olmayan daha uzun vili

Fare villusundan
daha kisa, mukozal
kivrimlar mevcut

Cekum Blylk, fermantasyon Kaguk,
burada olur fermantasyon yok
Apandis Hayir Evet
Acikca farkh
Oldukga piriizsiz ve boélimlere
Kolon

boélinme yok

ayrilmistir: ¢ikan,
enine ve inen kolon

Kalin bagirsak

ince muskularis mukoza

Degisken kalinlik

Kolonda haustrum ve taenia coli varhgi Hayir Evet
- . Sad i bagirsakt kumd k
Paneth hiicrelerinin dagilimi adece Ince bagirsakta Gekumda ve cikan
bulunur kolonda

Goblet hiicrelerinin dagilimi

Proksimal kolonda bol,
distal kolon ve rektumda
kript tabaninda sayi
azalmasi

Cekumdan rektuma
bol miktarda

Enine kivrimlarin dagilimi

Cekum ve proksimal
kolon ile sinirh

Kolonik mukozanin
uzunlugu boyunca

insan kolonu, taenia coli'nin varligi ve fare kolonunda bulunmayan haustra'da

bolimlere ayrilmasi ile farkli kisimlara (yani ¢ikan, enine ve inen kolon) bélinmistir.



insan midesi, gastrik asit salgilayan glandiiler bir mukoza ile kaphdir, fare midesi ise
glandiler mide ve glandiiler olmayan veya on mide olmak Uzere iki bolgeye
ayrilmistir. Fare glandiler midesi, gastrik asit salgilamaktan sorumluyken, glandiiler
olmayan mide, gida depolama ve sindirim icin gegici bir yer olarak islev gériir. insan
kolonu, fare kolonuna kiyasla daha kalin bir kas duvari ve mukozaya sahiptir.
Farelerde ve insanlardaki bagirsak duvari histolojisi incelendiginde, fare bagirsak

villuslari insanlardakinden daha uzundur.
2.1.2. insan ve Fare Kolon Kanseri Arasindaki Benzerlikler ve Farklar

Kolon timoérd  histolojileri, iyi diferansiye  adenomdan invaziv
adenokarsinoma siralanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, karsilastiriimali olarak
gosterilen fare ve insan kolon timorli 6rneklerinin histolojik olarak incelenmesi
sonucu, iki grup arasinda kolaylikla gortinir bir farklihk olmadigi goérilmdistir. Fare
adenokarsinomlarinin; insan  kolorektal adenokarsinomlarindaki ¢ekirdegin
sitoplazmaya oraninin artmis olmasi, heterokromatin ve pes pese bez olusumunun
artmasi ve muskularis mukozaya timor invazyonunun gergeklesmesi gibi en baskin

ozellikleri gostermis oldugu bildirilmistir (1).
2.2.  Wnt Sinyal Yolagi

Wingless geni, yaklasik 40 yil kadar 6nce, Drosophila melanogaster'deki
cesitli gelisimsel orinti sureglerini etkileyen gorlnir fenotipler igin bir mutajenez
taramasinda kesfedilmistir ve daha sonra diger genetik taramalarda, Wnt sinyal
proteinleri ailesinin birgcok bileseninin embriyonik gelisim sirasinda hiicre kaderinin
kilit oyuncusu oldugu tanimlanmistir (23,24). Kanonik Wnt sinyal yolagi,
noroproteksiyon, noéronal farklilasma ve sinaps olusumu dahil olmak Uzere
embriyonik ve yetiskin dokularda cok cesitli temel sirecleri diizenlemektedir. Beyin
turevli norotrofik faktér (BDNF) ile benzer sekilde, yaralanma durumlarinda glia
hiicrelerinde artar (25). Wnt sinyalinin biyolojik etkilerine, hedef genlerdeki belirli

elementlere baglanan TCF/LEF transkripsiyonel aktivatorleri aracilik eder. Wnt



10

tarafindan diizenlenen TCF/LEF proteinlerinin N-terminal alani, spesifik DNA dizi

motifleri ile etkilesime izin veren B-katenin ile birlesir (26,27).

Kanonik Wnt sinyal yolagi; sporadik KRK'lerin yaklasik %80'inde birincil olarak
APC genindeki mutasyonlar (28,29) ve vakalarin kiglk bir oraninda B-katenin

geninin (CTNNB1) (29) aktive edici mutasyonlari nedeniyle tetiklenir (30,31).

Whnt ligandi yoklugunda, adenomat6z polipozis koli (APC), Axin, kazein kinaz 1
(CK1_), glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3)'ten olusan bir sitozolik protein kompleksi ve
E3 ubikuitin protein ligazi (BTrCP) iceren beta-transdusin tekrari, beta-kateninin (-
cat) fosforilasyonuna ve ubikitinasyonuna aracilik eder. Fosforillenmis beta-katenin
daha sonra proteazom tarafindan parcalanir. BoOyle bir durumda, T-hiicre
faktori/lenfoid gliclendirici baglama faktor (TCF/LEF) ailesinden gelen transkripsiyon
faktorleri, Wnt sinyalizasyonu hedef genlerinin transkripsiyonunu bloke eden
transkripsiyon baskilayici Groucho ile etkilesim yoluyla aktif olmayan bir durumda
tutulur. Wnt ligandinin Frizzled ve duslik yogunluklu yardimci reseptori lipoprotein
reseptorle iliskili protein (LRP) reseptorlerine baglanmasi, hiicre zarina Axin alimini
indiikleyen LRP fosforilasyonuna yol acar. Sonuc olarak, yikim kompleksi parcalarina
ayrilir ve [-katenin, TCF/LEF faktorleri ile beraber Wnt hedef genlerinin
transkripsiyonunu aktive etmek icin hiicre cekirdegine girer. R-spondin (RSPO)
ligandi, 16sin acisindan zengin tekrar iceren G-protein bagl reseptori (Lgr) 4/5'e
baglanir, bu da transmembran E3 ubikuitin ligazlari ¢inko ve yizik parmagi 3
(ZNRF3)'in ve vyizik parmak 43 (RNF43)Un internalizasyonu ve ardindan
proteasomal bozunmasina neden olur. Ligazlar, Frizzled Wnt reseptoériiniin devrine

aracilik eder ve bunlarin inhibisyonu, Wnt sinyalini arttirir (Sekil 2.2.) (32).
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Sekil 2.2. Wnt/B-catenin Sinyal Yolagl. Stastna ve ark. (2019)'nin ¢alismasindan
uyarlanmustir.

2.3. Adenomato6z Polipozis Coli (APC) Geni ve Proteini

1991 yilinda, ailesel adenomatoz polipozis olarak adlandirilan kalitsal kolon
kanseri sendromunun altinda yatan neden olarak APC geninin mutasyonlari
kesfedilmistir (33). APC transkripti bir multidomain protein kodlamakta olup, hticre
adhezyonu, migrasyon, apoptozis ve mitoz bolinmedeki kromozom ayrilmasinda
onemli role sahiptir ve siklikla diger proteinler ile ortak hareket etmektedir (12). APC
oncelikle timor baskilayici fonksiyona sahiptir ve ayni zamanda kanonikal Wnt
sinyallerinde asagi akisin baskilanmasina bagli olarak da hareket eder. Bu yolak,
transkripsiyonel kofaktor beta-kateninin niikleer translokasyonunu indiklemekte ve
beta-kateninin asiri nikleer birikimi ile nikleer proteinleri aktive eden ya da
baskilayan diger genlerle ortak galismasinin 6nlenmesini diizenlemektedir (34).
Saglikh bireylerde; AXIN, GSK-3B, CK1 ve diger proteinlerle birlikte olan sitoplazmik
APC, fosforilasyonunu ve sonrasinda ubikitin aracili proteazomal degredasyonunu
arttirmak icin B-katenin’e baglanan bir kompleks olusturmaktadir (35). APC geninde

kayip ya da mutasyon olmasi, niikleer B-kateninin birikmesine yol agmakta ve proto-
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onkogenlerden c-Myc, Cdk-4 ve siklin D1’i kapsayan birgok transkripsiyonel hedefin

upregile olmasini saglamaktadir (1).

insan APC proteini 2843 amino asitten olusur ve B-katenin yikim
kompleksinin diger proteinleri ile etkilesimlerine, proteinin merkezi kisminda
bulunan birkag bolgeye (amino asit tekrarlari) aracilik eder. 3-katenin'i yapisal olarak
baglayan l¢ 15-amino asit tekrari (15AAR) ve B-katenin'i indlUklenebilir sekilde
baglayan yedi 20-amino asit tekrari (20AAR) vardir (20AAR'larla etkilesim, -
katenin'in fosforilasyon durumuna baglidir). APC'nin N-terminal kismi, sekiz
armadillo tekrari iceren baska bir protein etkilesim alani igerir. Son olarak proteinin
C-terminali; mikrottibil diizenegi, hiicre polaritesi ve kromozom ayriminda yer alan
proteinlerle etkilesime girer. APC mutasyonlarinin %60'indan fazlasi, ekson 15'teki
bir mutasyon kiime bodlgesinde (MCR) bulunur ve mutasyonlar ¢cogu durumda, APC
proteininin C-terminal kisminin kaybiyla sonuglanir. Apc proteininin amino asit dizisi
ve domain bilesimi, Drosophila'dan insanlara kadar degisen metazoa tirlerinde

evrimsel olarak korunmaktadir (36-38).
2.3.1. Apc Mutant Fareler

Multipl intestinal neoplazi (Min) faresi, 1990 yilinda Moser ve arkadaslari
tarafindan etil-nitroziire ile spontan mutagenez gergeklesmesi sonucu kesfedilmistir
(39). Bu fareler, adenomatdz polipozis koli (Apc) timor baskilayici geninde
heterozigot bir mutasyona sahiptir. Apc timoér baskilayici geni, genel olarak ince
bagirsakta ve ayni zamanda kolonda da spontan timor gelisimine yol agmaktadir
(40). C57BL/6J (B6) kokenli Min fareler, intestinal yol boyunca yaklasik 30-60 adet
timor gelistirmektedir. Bunun yaninda, kolondaki bircok katmanda da prekanseroz
lezyon olabilecegi 6n gorilen anormal kript odaklari (ACF) da gelistirmektedir (41).
Fare Apc proteininin alt birim yapilari, varyantlarini olusturan kesim noktalari ve

mutasyonlarinin pozisyonlari Sekil 2.3te gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Fare Apc Protein Yapisi ve Mutasyonlari. Mutasyon isimleri, belirli kanser
modelini tanimlayan ¢alismalarda yer alan terimleri gostermektedir. Apc ASAM
alelinde silinen bdélgenin alti gizilmistir. 4, silinen yerleri gostermektedir. AA, amino
asit. SAM, serin—alanin—metionin. Stastna ve ark. (2019)'nin c¢alismasindan
uyarlanmustir.

Svendsen ve ark. (2011)'nin yaptigl calismada karsinojen uygulanan B6
(C57BL/6) kokenli Min fareleri arasinda; kontrol Min farelerin intestinal dokusunda,
diger gruplara kiyasla, daha yliksek oranda timor ve ACF katmanlar olustugu
gozlemlenmistir (42). Genetik taban, Min farelerdeki tiimor sayisini etkilemektedir.
Yapilan ¢alismalarda, B6 tabanli Min farelerde, AKR/J, FVB/NJ (FVB) gibi bircok soyla
carprazlama yapilmistir (41,43). Her iki durumda da bir sonraki hibrit Min F1
jenerasyonunda, saf B6 kokenli Min farelerine kiyasla daha disuk sayida ince
bagirsak timor olusumu gozlemlenmistir. Moser ve arkadaslari, Min fenotipli fareleri
B6 kokeninden AKR/J tabanlilara ¢arprazlayarak bircok jenerasyon olusturmuslar ve
hibrit F1 farelere kiyasla sonraki jenerasyonlardakince bagirsak timor sayisinda

giderek azalma gozlemlemislerdir (44).

Laboratuvarimizda, CRISPR/Cas9 sistemi ile intestinal polipozis olusturulmasi
amaciyla FVB/N irki farelerde, 8 nikleotitin delesyonu ile 16. ekzonda 750.
kodondan itibaren cerceve kaymasi mutasyonu gergeklestirilmis ve Apc+/- mutant
FVB/N fareler elde edilmistir. Apc+/- mutasyonu fenotipinin yukarida agiklandigi gibi
irklar arasinda farkhlik gostermesinden dolayi, daha belirgin fenotip elde etmek

Uzere, FVB/N farelerdeki Apc+/- mutasyonu geri ¢aprazlama ile C57BL/6 irk farelere
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aktarilmistir.  Arastirma  gruplari, bu farelerin sonraki jenerasyonlarinin
cogaltiimasiyla olusturulmustur. Laboratuvarimizda olusturulan Apc+/- mutant
farelerin silinen nikleotid dizisi ve duodenumunda olusmus polip 6rnegi Sekil 2.4.te
gosterilmistir. Delesyona bagl olusan gerceve kayma mutasyonu, 758. kodonun stop
kodonuna donlsmesine neden olmustur ve sonug olarak, bu farelerde (retilen Apc

proteininin yaklasik 2000 amino asitlik bélimi kaybolmaktadir (Sekil 2.4.) (45).

200 400 600 %00 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

Homodimerizasyon  Armadillo Tekrar Temel  EB-1 Baglanma
Bilgesi Bilgesi Bilge Bolgesi

| 1528 Tekran
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Sekil 2.4. Laboratuvarimizda olusturulan Apc+/- mutant farenin 16. ekzonunda 750-
752. kodonunda meydana gelen 8 niikleotid delesyonu ve duodenumunda olusmus
polip 6rnegi.

2.4. Intestinal Kok Hiicreler (iKH)

2.4.1. ince Bagirsak ve Kolon Epitelinin Ozellikleri

Bagirsak epiteli kriptler ve parmak benzeri cikintilar (villus) icerir. Kript
dipleri, hizla dongiilenen intestinal koék hiicrelerini (iKH) ve gecisi giiclendiren
progenitorleri icermektedir (46). Baslica farkhlasmis hicre tipleri, enterositler
(besinlerin aliminda yer alirlar), goblet hiicreleri (mukus Ureten), enteroendokrin
hicreler (hormon (reten) ve Paneth hicreleridir. Paneth hicreleri disinda, tim
hicre tipleri 4-5 giin icinde villusun ucuna klonal soylar olarak go¢ eder ve burada

[imene dokdlirler. Mitoz boélinim sonrasi Paneth hicreleri nispeten uzun
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oémurlidir (5-6 hafta) ve iKH nis faktérlerini salgilamak ve dogal bagisiklikta islev
gormek icin kript diplerinde iKH'ler arasina yerlesir (47). Kolon, Paneth hiicrelerinin
bulunmadigl diz ylzeyli bir epitelyuma sahiptir; bunun vyerine, derin salgi
hiicrelerinin iKH nis islevinden sorumlu oldugu disiinilmektedir (48). Aktif olarak
bolinen iKH'ler nis vyerlesim icin rekabet eder. Paneth hiicreleriyle temas
kesildiginde hiicreler, Notch'un aracilik ettigi bir ikili kader karari verir. Aktif Notch
sinyali, hicreler enterositlere dogru yonlendirilirken birden ¢ok hiicre donglisiine
izin verir (49). Delta sinyali, hiicre kaderini farkh salgi hiicrelerine dogru yonlendirir

(Sekil 2.5.) (50).

intestinal Kok Hiicre Farklilasmasi
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Sekil 2.5. ince bagirsak ve kolon epitelinin yapisi. Vermeulen ve Snippert (2014)’in
¢alismasindan adapte edilmistir.

2.4.2. intestinal Kok Hiicrelerin Ozellikleri

Eriskin bagirsak dokusu, gec fetal gelisim sirasinda villus ve intervill6z alanlara
gecen vyalanci cok kath bir epitelden {Uretilir (51). Kriptler dogumdan sonra,
proliferatif intervill6z bolgeden olusur ve daha sonra kript bolinmesi slireciyle

genislemeye ugrar (52,53). Kriptlerin tabaninda, epitelyal tek tabakayi her ~5-7



16

glinde bir tamamen degistiren intestinal kok hicreler bulunur ve bu hicreler,

bagirsak dokusuna 6zgli tim 6zel hiicreleri olusturabilir (54).

Yetiskin bagirsak yolu, geg fetal gelisim sirasinda villus ve intervill6z alanlara
gecen psodostratifiye bir epitelden Uretilir. Dogumdan sonra, kriptler proliferatif
intervilloz bolgeden olusur ve daha sonra kript bolinmesi olarak bilinen bir slireg
yoluyla genislemeye ugrar (51,52). Kriptlerin tabaninda, epitelyal tek tabakay! her
~5-7 giinde bir tamamen degistiren iKH'ler bulunur ve bdylece bagirsagin tim 6zel
hiicre tipleri meydana gelebilir (54). Her kript tabani, doku icindeki proliferatif ve
farkhlasmis hiicreler arasindaki dengeyi korumak igin toplu olarak islev goren sinirli
sayida esgiclii iKH'ler tarafindan doldurulur (29,55,56). Buradaki iKH'ler, nis

dolulugu icin slirekli devam eden bir rekabet icinde devamliligi korurlar (57).
2.4.3. intestinal K6k Hiicre Nisi

IKH &zellikleri ile in vivo olarak fonksiyonel yénden iliskilendirilen ilk isaret,
Wnt hedef geni Lgr5'tir. Yalnizca kript tabaninda bulunan Lgr5+ hiicrelerinin, uzun
sureli kendi kendini yenileme yetenegine sahip oldugu ve cok soylu (lineage)
farklilasma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (54). Lgr5+ hiicreleri, epitelyal
koék hicre nisinin 6nemli bir bilesenini olusturan Paneth hicreleri arasina
serpistirilmistir (28). Bu nis, kdk hiicre islevini diizenlemek ve iKH'nin kendi kendini
yenilemesini tesvik etmek icin cok 6nemli olan sinyalleri salgilayarak iKH'lerin
devamliligi icin birlikte koruyucu bir ortam olusturan stromal hiicreler ve hiicre disi
matris tarafindan daha da desteklenmektedir (29). iKH fonksiyonunu kontrol eden
anahtar sinyal yolu, Wnt/B-katenin yoludur ve Wnt ve R-spondin ligandlari, nis
tarafindan kapsamli bir sekilde salgilanir ve kriptin dibinde en yiliksek seviyelere
ulasir. Wnt aktivitesi, BMP ve Grem1 ligandlarinin liimene dogru yiiksek oranda ifade
edildigi ve farklilasmayi ve apoptozu dizenleyen kemik morfogenetik proteini (BMP)

sinyali ile dengelenir (29-31).
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2.5. Tiimor Olusumu Baslangicinda Kok Hiicreler

KRK gelistirmek icin gecen siire ve cogu bagirsak hiicre tipinin kisa 6mri goz
oniine alindiginda, genellikle uzun émiirli iKH'lerin timér baslangicina yol agan
mutasyonlarin alicilari olduguna inanilmaktadir (18). Aslinda, farkhlasmis hicre
tiplerinde Apc kaybi, timor gelisimini baslatmada basarisiz olur ve bu hiicrelerin
apoptozu indikledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, farkhlasmayi tesvik eden
transkripsiyon faktori Smad4'in etkisizlestirilmesi veya Wnt aktivasyonu ile
kombinasyon halinde ek KrasG12D mutasyonlarinin edinilmesi, hizli farklilasma ve villus
bolgesinden bagirsak adenomlarinin gelisimi ile sonuclanmistir (58—60). Kok benzeri
hiicrelerin bu tlimor baslatma kapasitesi, kismen yerel mikrocevre tarafindan kontrol
edilir, cinkii stroma tarafindan Uretilen TGFpB, villusun yukarisindaki hiicrelerin etkili bir
sekilde farkhlasmasini 6nler (61). Ayrica, yaralanma ve iltihaplanma kosullari altinda, kok
disi mutant hicreler, kok benzeri o6zellikleri dogrudan veya dolayli olarak yeniden
kazanarak tlimorijenezi baslatabilir (59,62). Birlikte, bu calismalar, farklilasmis hiicrelerin
kok hiicre ozelliklerini yeniden kazandiktan sonra malign transformasyonu destekleme
potansiyelini gdstermektedir; bu, artik kanserin resmi bir 6zelligi olarak kabul edilen bir

ozelliktir (Sekil 1) (63).
2.5.1. Kanser Kok Hiicreleri (KKH)

intestinal kék hiicreler, yalnizca kript tabanina yerlesmis Lgr5* hiicrelerdir.
Kendini yenileme yetenegine sahip olup multipl farklilasma potansiyeline sahiptirler.
intestinal koék hicrelerin kimliklendirilmesinde in vivo olarak fonksiyonel yénde
iliskilendirilen ilk isaret, Wnt hedef geni Lgr5'tir (54). Lgr5* hiicreler, epitelyal kdk
hiicre nisinin dnemli bir bilesenini olusturan Paneth hiicreleri arasina yerlesmislerdir
(28). Bu nis, kdk hiicre islevini diizenlemek ve iKH’lerin kendi kendini yenilemesini
tesvik etmek icin cok dnemli olan sinyalleri salgilayarak iKH'lerin idamesi icin birlikte
koruyucu bir ortam olusturan stromal hiicreler ve hiicre disi matris tarafindan da
desteklenir (29). iKH fonksiyonunu kontrol eden anahtar sinyal yolu, Wnt/B-katenin
yoludur ve Wnt ve R-spondin ligandlari, intestinal kok hiicre nisi tarafindan yaygin

bir sekilde salgilanir ve kript tabaninda en yiiksek seviyelere ulasir (30,31). Wnt
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aktivitesi, kemik morfogenetik proteini (BMP) sinyali ile dengelenmektedir. BMP ve
Grem1 (Gremlin 1) ligandlari limene dogru yiksek oranda ifade edilmekte ve
farklilasmayi ve apoptozu diizenlemektedir (29). Nisteki diger bircok sinyal yolagi,
IKH kaderinin diizenlenmesine dogrudan veya bagirsak mezenkimal dokusunun
dizenlenmesi yoluyla dolayli olarak katkida bulunan Notch, EGF ve Hedgehog
sinyallerini icerir (64). Siki sekilde kontrol edilen bu sinyal basamaklarinin herhangi
birinde olusan bir bozukluk, iKH bélinmesini biyik 6lciide etkileyerek, doku

homeostazinin bozulmasina ve hastaliga karsi duyarliliga yol agar.

Her kript tabani, doku icindeki proliferatif ve farkhlasmis hiicreler arasindaki
dengeyi korumak icin toplu olarak islev géren sinirl sayida esdeger iKH'ler
tarafindan doldurulur (55-57,65-67). Bu iKH'ler nis dolulugu icin siirekli devam
eden bir rekabet icindedir (57). Bu slireg, rastgele kayip ve yer degistirme olaylariyla
karakterize edilir ve nétr kayma olarak adlandirilan, bagirsak kriptlerinde klonlarin
rastgele genislemesine ve biiziilmesine yol acar. Bagirsak kriptlerinde klonlarin
rastgele genislemesine ve bliziilmesine yol agan nétr sliriiklenme dinamikleri, kript
basina islevsel iKH'lerin sayisi ve mikro ortama dayal degisimi arasindaki oran ile
tanimlanir. IKH rekabet avantaji saglayan bir mutasyon elde ettiginde, notr
siriklenme dinamikleri bozulur. Bu egilimli sliriklenme, tercihen premalign
klonlarin genislemesine, mutasyonun bir kript icinde sabitlenmesine ve ardindan

kolorektal kanserin baslamasina neden olur (56,65-67).

Adenomlar ve timorler, normal bagirsak dokusu ile benzer bir hiyerarsik
yaplya sahiptir; bu durum, iKH'lerin homeostazi siirdiirmesine benzer sekilde
timori koruyan kok hiicre benzeri bir kanser hiicresi popilasyonunun varhgini
disindirmektedir (68-70). Wnt sinyal vyolag, bagirsak homeostazinin
dizenlenmesinde ve timor baslangicini yonlendirmede merkezi bir 6neme sahiptir.
Wnt sinyalinin, KKH’lerin mikrogevresel kontrolliinlii dizenlemede 6nemli bir rol
oynamasl s6z konusudur (9). Bir c¢alismada, Apc-mutant timorlerde Apc
fonksiyonunun restorasyonunun, bu timorlerde hizli gerileme olmasi ile

sonuclandigl gorilmis olup boylelikle, Wnt sinyalinin yliksek ifadesinin yalnizca
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timorin baslatilmasi icin degil, ayni zamanda tlimoriin korunmasi icin de gerekli
oldugu disundlmastir. Ayni zamanda, KRK hiicreleri arasinda heterojen Wnt sinyal
seviyeleri gozlenir ve en ylksek Wnt aktivasyonuna sahip hiicreler, fonksiyonel KRK
Ozelliklerine sahiptir. Bu hiicrelerin hepsi ayni klonal Wnt-aktive edici mutasyonu
tasidigl icin Wnt heterojenitesinin ve dolayisiyla KKH fonksiyonunun kismen

mikrogevresel olarak tanimlandigi 6ne striImastir (71).

2.6. Norotrofik Reseptdr Tirozin Kinaz (Ntrk)in Yapisi, islevi ve

Reseptorleri

Tropomiyozin reseptor kinaz (Trk) reseptorleri, norotrofinler ile aktive edilen
bir reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesini olusturmaktadir. TrkA, Trk B ve TrkC, sirasiyla
sinir bliyime faktori, beyin kaynakh norotrofik faktér (BDNF) ve norotrofin-3 (NT-3)
reseptorleridir (72). BDNF/Trk B sinyalizasyonunun biyolojik fonksiyonlari ilk olarak
merkezi sinir sisteminde karakterize edilmistir. No6ronlardan salgilanan BDNF
sekresyonu merkezi sinir sisteminde; sinaptik plastisitinin yani sira merkezi sinir

sisteminin gelisimi esnasinda sinaptik baglantilarin olusumu igin kritiktir (73).

VAT IR

NGF BDNF NT4 NT3
|
l \\< J v
TrkA TrkB TrkC

Sekil 2.6. Norotrofinler ve reseptorleri. Meng ve ark. (2019)'nin calismasindan
adapte edilmistir.
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Norotrofinler, merkezi ve periferal sinir sisteminde néronun farklilagmasi,
sagkalimi, dendritik budama, inervasyon pattern olusumu, sinaptik fonksiyon ve
plastisitiyi dlzenleyen proteinlerin bir ailesidir. Burada dort norotrofin
bulunmaktadir: sinir biylime faktort (NGF), beyin kokenli nérotrofik faktor (BDNF),
norotrofin-3 (NT-3) ve NT-4. Bu norotrofinler iki tip reseptére sahiptir: p75
norotrofin reseptér ve tropomiyozin reseptdr kinazlar (Trk). P75, her dort
norotrofinde bulunan bir reseptordir. Trk reseptorlerine gelince, NGF TrkA’ya, BDNF
ve NT-4 Trk B’ye ve NT-3 ise daha ¢ok TrkC'ye baglanmaktadir (74). p75; BDNF’in
prekirsor formu (pro-BDNF) icin bir reseptordiir ve metalloproteinazlar ile matur
formu olusturmak icin ayrilabilmektedir. Trk B, BDNFin matir formunun

reseptorudir (Sekil 2.6., 2.8.) (75,76).

2.7. Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor (BDNF)

Bir norotrofin olan beyin kaynakh noérotrofik faktér (BDNF), 1982 yilinda
Barde tarafindan domuz beyninden kesfedilmistir (77). Dort noérotrofin arasinda
BDNF, beyinde en bol miktarda bulunan biylime faktoéridir ve beyinin fizyolojik
streclerinin idamesinde o6nemli bir role sahiptir. BDNF/Trk B yolagi; noéronal
sagkalim, proliferasyon, gelisim ve noral kék hicrelerin farklilasmasi ve eriskin
hipokampal noérogenezisin devam etmesinde ve akson bilylimesinde goérev
almaktadir. BDNF'in dentat girusun subgraniiler bolgesinde progenitor hicrelerin
farklilasmasi ve olgunlasmasinda 6nemli bir rol oynadigl gosterilmistir. BDNF
ekspresyonu, hicresel proliferasyonu ve sagkalimi kontrol etmektedir ve ayrica
matriks metalloproteinaz sekresyonu vyoluyla hiicre invazyonunda baglanti
olusturmaktadir (78,79). BDNF, reseptor Trk B’ye baglanir ve sirasiyla bircok sinyal
yolagi zincirini harekete gegcirir. Bu sinyal yolag kaskadlari; PI3K/Akt, Ras-Raf-MEK-
ERK, PLCy yolagi, EGFR transaktivasyonu, Jak/STAT, NF-kB, UPAR/UPA, Wnt/B-katenin
ve VEGF sinyal yolaklaridir. PI3K/Akt, BDNF/Trk B ile aktive olabilmektedir ve
sonrasinda pro-migrator, anti-apoptotik ve onyasamsal (prosurvival) proteinlerin

Uretimine onci olabilmektedir (Sekil 2.7.) (80).
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Sekil 2.7. Bdnf/Trk B Sinyal Yolagi. Akil ve ark. (2016)'nin galismasindan adapte
edilmistir.

BDNF, norogenez, néroproteksiyon, nérodejenerasyon, sinaptik plastisite ve
noronal strese direng gibi sinir sisteminin gelisiminde baskin roli ile bilinen hiicre

disi bir sinyal proteinidir (81-83) ve 6grenme ve hafiza mekanizmalarinda 6nemlidir

(84).

Gastrointestinal sistemi inerve eden juguler ve nodoz gangliyonlarda bulunan
hemen hemen tiim vagal duyu néronlari BDNF néronlaridir (62). BDNF, salgi proteini
oldugu icin hiicre ici organellerin yani sira hiicre disi organellerde de bulunur. BDNF
noronlar, mikroglia, astrositler (esas olarak transsitoz yoluyla), monositler, periferik
perisitler dahil vaskiler endotelyal hicreler, diiz ve striatal kaslar ve erkek
submandibular bezleri dahil olmak Uzere gesitli hiicrelerden salgilanir. Néronlarda
hem aksonlardan hem de dendritlerden farkl oranlarda da olsa salinir. Buna gore,
beyin parankiminde ve kiltlirlenmis hicrelerde ve ayrica hicre kdltird ile

kosullandirilmis ortamda ve tam kan, serum veya plazmada da saptanabilir (85—-87).
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2.7.1. BDNF’iin Fonksiyonlari

BDNF esas olarak merkezi sinir sisteminde (MSS) eksprese edilir, ancak
periferde de (serum, plazma, lenfositler) bulunur (88,89). BDNF, bir Nmetil-D-
aspartat/gama-aminobutirik asit (NMDA/GABA) -yanith noéral progenitor hiicrelerin
(NPH) alt kimesinde motiliteyi artirabilir (91). Ayrica, yiksek BDNF ekspresyonuna
sahip noral kok hicreler (NKH), hasar gormis beyin dokusuna nakledildiginde,
motor fonksiyonun iyilesmesini tesvik ederler. Bdnf, ila¢ kullanim bozukluklari, bircok
sistemik hastalik (diyabet, kanser, kardiyovaskiiler risk vb.) ve viicudun homeostatik
reglilasyonu ile de iliskilidir. BDNF 6nciliniin proteolitik pargalanmasindan sonra
sentezlenir, (90,91). Cesitli calismalar, pro-BDNF ve matiir BDNF'in zit etkilere sahip
oldugunu (88,92) ve cesitli fizyolojik islevlerde énemli bir rol oynadigini gbstermistir.
BDNF, baslica antiapoptotik o6zelliklere sahip olan ve uzun vadede depresyonu
engelleyen tropomiyosin kinaz B reseptorlerine (Trk B) baglanir (93-96), oysa pro-
BDNF tercihen p75NTR reseptoriine baglanir ve néronal apoptozu ve uzun sireli

depresyonu destekler (97).

BDNF, Trk B reseptorii ve bununla iliskili molekdl sortilin, serumda serbest
dolasan formda oldugu gibi eksozomlarda da bulunur ve daha uzak hedeflere, hatta
MSS'ye bile daha uzun etkili salinima izin verir (98,99). Néronal aktiviteyi ve doku
hasarini kapsayan bircok tipte uyaricinin BDNF transkript seviyelerini arttirdigi

bildirilmistir (88).

2.7.2. BDNF Proteininin Yapisi

Dort farkh protein formu altinda gesitli viicut bélgelerinde bulunur: proBDNF,
matir BDNF, kesik BDNF ve BDNF pro-peptid (100). Norotrofin protein ailesinin diger
Uyelerine benzer sekilde, BDNF baslangicta yapisal olarak bir sinyal dizisi, bir 6n alan
ve olgun alandan olusan bir oncl protein (preproBDNF) olarak sentezlenir (101).
Memeli preproBDNF, 32 kDa molekiiler agirliga sahip 248 amino asitlik bir proteindir.
Endoplazmik retikulumda sinyal peptidinin (6n bdlge) bolliinmesinden sonra,

proBDNF, 28 kDa'lik bir kesik BDNF formu (truncBDNF) veya yaklasik ayni molekiiler
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agirliga sahip N-terminal BDNF pro-peptidi (pBDNF) ile birlikte 14 kDa BDNF'nin
(mBDNF) C-terminal olgun BDNF proteini olusturmak icin daha fazla islenebilir (100).
Bu BDNF formlarinin tretimi, iki farkl proteolitik béliinmeye baglidir. 125-RVRR-128
bolgesinde, matir BDNF (mBDNF) ve kalinti pBDNF peptidi treten bolinme, ya
proteaz furin tarafindan aracilik edilen trans-Golgi'de ya da plazmin ya da matris
metalloproteinaz 7 eylemiyle hiicre disi boslukta gerceklesir (102,103). Bunun
yerine, kesik BDNF endoplazmik retikulumda, Subtilisin/kexin-izozim-1 (SKI-1) olarak
da bilinen spesifik Ca2+-bagimh serin proteinaz membrana bagh transkripsiyon
faktoru site-1 proteazi (MBTFS-1) tarafindan isletilen Treonin 57'deki bir bélinme
yoluyla meydana gelir (104). Kesilmis BDNF, matir BDNF formuna daha fazla

islenmedigi icin nihai proteolitik Grindur (Sekil 2.8.).

Beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF); insanda 247, fare ve sigcanda 249
aminoasitten olusan bir proteindir (77). Dort norotrofin arasinda BDNF, beyinde en
bol miktarda bulunan biyime faktoriidir ve beyinin fizyolojik slireclerinin
idamesinde onemli bir role sahiptir. BDNF/Trk B vyolagi; noéronal sagkalim,
proliferasyon ve noral kdk hicrelerin néral farklilagsmasinin artmasiyla erigkin
hipokampal no6rogenezisin devam etmesinde ve akson bilylimesinde goérev

almaktadir (78,79).
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Sekil 2.8. Bdnf’lin protein alt birimleri. Kojima ve ark. (2019) 'nin ¢alismasindan
adapte edilmistir.
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2.8.  Bdnf/Trk B Sinyal Yolaginin Kanser ile iliskisi
2.8.1. Bdnf/Trk B Sinyal Yolaginin Wnt Sinyal Yolagi ile iliskisi

Wnt sinyalizasyonu hasar durumunda BDNFe benzer olarak, glia
hicrelerinde artmaktadir (105). Ayrica, Wnt aktivator Norrin, N-metil-D-aspartat ile
indiklenen hasar esnasinda retina glia hiicrelerinde BDNF’i indiklemektedir. Wnt3a
ligandi ise retinal gangliyon hiicre hattinda BDNF’i induklemektedir (25). Yiksek
BDNF dizeyleri; biylime faktoriine erisebilirligin azalmasi ve sitotoksik ajanlara
maruz kalim gibi kosullar altinda bulunan noéroblastom hicrelerinin sagkalimini
arttirmaktadir (106,107). BDNF, sinir sistemi disinda kolorektal kanserin de yer aldigi
diger tip solid timorlerde de vyiksek oranda goriilmektedir. Fakat, BDNF
transkripsiyon diizeyinin hiicresel biyolojik fonksiyon ve BDNF ile indiklenen

molekdiler yolaklar tizerine etkisi bilinmemektedir (108).

Son zamanlarda, BDNF/Trk B sinyalinin artmasi ile timor ilerlemesi ve gesitli
kanserlerde sagkalimin azalmasi arasinda iliski bulunmasi nedeniyle BDNF bir
onkogen olarak rapor edilmistir (109—111). BDNF/Trk B'nin aktivasyonu, kanser
hicrelerinin ¢ogalmasini, hayatta kalmasini, invazyonunu ve epitelyal-mezenkimal
gecisini (EMT) destekler. BDNF, vaskiler endotelyal biyliime faktéri (VEGF)
ekspresyonunu indikler ve kolon kanseri hiicrelerinde hiicre disi sinyalle diizenlenen

kinaz (ERK) ve AKT yolaklarini aktive eder (109,112).

Jin-Wei Yang ve ark. (2015)'nin calismasinda, BDNF ve Wnt sinyal yollari
arasinda bir etkilesim oldugunu ve GSK-3B inhibitorii olan 6-bromoindirubin-3'-
oksim (BIO)' nun bu etkilesime midahale ettigini gostermektedir. Bu, GSK-3B'nin
BDNF ve Wnt sinyal yollarini birbirine baglayan kritik faktor olabilecegini ve BDNF'nin
noronal blyime ve morfoloji Uzerindeki etkilerine aracillik ettigini
dislindirmektedir. Bu calisma sonucunda; BDNF'nin embriyonik insan omurilik
noronlarinin biiyimesini destekledigi bulunmustur. BDNF, néronlarda Wnt sinyalinin
glcli bir dizenleyicisidir ve iki yol arasindaki karisimi ortaya cikarir. BDNF'nin

diizenleyici etkisi GSK-3B inhibisyonu tarafindan bastiriimaktadir.(113).
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Bagka bir calisma, BDNF ifadesinin Wnt sinyal yolu tarafindan diizenlendigini
bildirmistir (114). Ayrica BDNF, kok hiicrelerin noral farklilasmasini ve MAPK/ERK ve
PI3K/Akt'a bagh sinyal yollari araciligiyla farklilasmis hiicrelerin hayatta kalmasini
uyarir (115). BDNF, gelisim stirecindeki beyine transplantasyon igin insan gdbek
kordonu mezenkimal kok hicrelerinin ERK ve pB-katenin yollari araciligiyla
farkhlasmasini uyarir (116). BDNF ayrica sinaptik vezikilleri harekete gecirir, sinaps
olusumunu arttinir, aksonal morfogenezi diizenler ve B-katenin etkilesimlerini
bozarak yenidogan koklear ganglion eksplantlarindan nérit blylmesini destekler
(117,118). BDNF ayrica kiltirlenmis NKH'lerde hiicre ici B-katenin sinyallesme
basamaklarini da diizenler (119-121).

2.8.2. Bdnf/Trk B Sinyal Yolaginin Tiimor Olusumu ile iliskisi

BDNF ile aktive edilmis tiumor hicrelerindeki PI3K/AKT ve ERK vyolaklari,
kemoterapotik ilaglara duyarsiz hiicrelerin meydana gelmesine yol acabilmektedir
(122). Onceki bir calismada, tiimér olmayan kolon dokularina kiyasla kolon karsinom
dokularinda BDNF’in yuksek oranda ifade edildigi gorilmustir (123). BDNF/Trk B
yolaginin  timor hicrelerinin - proliferasyonunu, sagkalimini, metastazini ve
kemoterapiye direncini arttirdigi gosterilmistir ve bu durumun, néronal dokular
disinda diger tip kanserlerde de gorilmesi s6z konusu olabilmektedir (107). Son
zamanlarda BDNF ve Trk B’nin; meme, akciger, kolorektum, pankreas, prostat,
karaciger, myelom ve lenfoid timorler gibi bircok kanser tiriinde ylksek seviyede
upregile edildigi ve énemli rolleri oldugu bulunmustur (124). Trk reseptorlerinin
aktivasyonu, PI3K/Akt, Ras-Raf-MEK-ERK, PLCy yolaklari, EGFR’nin
transaktivasyonunu kapsayan downstream sinyaller dizisini ortaya c¢ikarmaktadir.
Sonuc olarak, bu yolaklar; kanser hiicresinin blylmesi, proliferasyonu, sagkalimi,
migrasyonu, epitelden mezenkimale gecisi, anoikisi, relapsi ve kemoterapotik

duyarhhgini arttirarak onkojenik etkiler géstermektedir (123,125-127).

BDNF, noronlar ve noral sistem kanserlerinin fenotipik davranislarinda
onemlidir. BDNF, esas olarak hiicre ylizeyi tirozin kinaz reseptorii Trk B vasitasiyla

hiicresel biyolojik reaksiyonlara aracilik etmektedir. BDNF Trk B’ye baglandiginda,
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reseptorin tirozin kinaz aktivitesi, reseptoriin sitoplazmik bdlgesindeki tirozin
kalintilarinin  fosforilasyonu yoluyla aktive edilmektedir, bu da hicresel
sinyalizasyonu indlklemektedir (128). Ekstraselliiler N-terminal u¢ BDNF’e baglanir,
sonrasinda hiicredeki sinyal yolaginin aktive olmasi igin reseptér otofosforilasyonu
meydana gelir (129). BDNF ekspresyonu, hiicresel proliferasyonu ve sagkalimi
kontrol etmektedir ve ayrica matriks metalloproteinaz sekresyonu yoluyla hiicre
invazyonunda baglanti olusturmaktadir (78,79). BDNF ile aktive edilmis timor
hicrelerindeki PI3K/AKT ve ERK yolaklari, kemoterapétik ilaglara duyarsiz hiicrelerin
meydana gelmesine yol acabilmektedir (122). BDNF'e uzun sire maruz kalm,
noronlarin  ve noronal olmayan hicrelerin  6limint direkt olarak
indikleyebilmektedir ve oksijen/glikoz ihtiyacina hassasiyeti arttirabilmektedir

(130,131).

BDNF ile Trk aktivasyonu, transisyonel hiicre karsinomu hiicre hattinda
proliferasyon ve sagkalimi arttirdigi; fakat Trk B antikorunun, sitotoksisiteyi
indlikledigi ve transisyonel hiicre karsinom hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu

baskiladig gosterilmistir (132).
2.8.3. Bdnf/Trk B Sinyal Yolaginin K6k Hiicreler ile iliskisi

BDNF ifadesi, Wnt sinyal yolu tarafindan diizenlenmektedir (114). BDNF, kok
hucrelerin noral farkhlasmasini ve MAPK/ERK ve PI3K/Akt'a bagh sinyal yollari
aracihgiyla farkhlasmis hiicrelerin hayatta kalmasini uyarir (115). BDNF, gelismekte
olan beyine transplantasyon icin insan gobek kordonu mezenkimal kok hicrelerinin
ERK ve B-katenin yolaklari aracihgiyla farklilasmasini uyarir (116). BDNF ayrica
sinaptik vezikilleri harekete gegirir, sinaps olusumunu arttirir, aksonal morfogenezi
dizenler ve [-katenin etkilesimlerini bozarak yenidogan koklear ganglion
eksplantlarindan norit blylmesini destekler (117,118) BDNF ayrica kultiirlenmis

NKH'lerde hiicre ici B-katenin sinyallesme basamaklarini da diizenler (119,120).

BDNF/Trk B yolaginin, basarili tedavi sonrasi kanserin yenilenmesine aracilik
ettigi one slrulmistir. Trk B(+) kanser kok hiicrelerinin meme kanserine sahip

farelerin basarili tedavi sonrasi timorin vyenilenmesine neden olabilecegi
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gosterilmistir (110,133). Bu da kemoterapi ile basarili sekilde timor hiicrelerinin
ortadan kaldirilmasindan sonra Trk B inhibitoérl ile tedavinin devam edilmesinin
Onemini gostermektedir. BDNF, reseptor Trk B’ye baglanir ve sirasiyla bircok sinyal
yolagi zincirini harekete gegcirir. Bu sinyal yolag kaskadlari; PI3K/Akt, Ras-Raf-MEK-
ERK, PLCy yolagi, EGFR transaktivasyonu, Jak/STAT, NF-kB, UPAR/UPA, Wnt/B-katenin
ve VEGF sinyal yolaklaridir. PI3K/Akt, BDNF/Trk B ile aktive olabilmektedir ve
sonrasinda pro-migrator, anti-apoptotik ve 6nyasamsal proteinlerin {iretimine 6nci

olabilmektedir (80).

2.9. Tez Galismasinin Amaci

Bu tez calismasinda, genetigi degistirilmis Apc mutant fare intestinal timor
modelinde Bdnf ifadesinin azaltiimasinin Apc mutasyonuyla baslayan intestinal
timor gelisimine etkisini arastirmak amacglanmistir. Bu kapsamda, intestinal ve
kolonik polip yuki, morfolojisi, hicresel proliferasyon orani, protein ve RNA
dizeyinde molekiiler degisiklikler ve farelerin sag kalimi (zerine etkilerinin
incelenmesi ve bu sayede Bdnf ifadesinin azaltilmasinin intestinal timor gelisimi
Uzerine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Tez calismasi sonucunda, fare
intestinal timor ¢alismalari icin yeni bir in vivo model meydana getirilmis olacak ve
intestinal tlmorlerin  tedavi stratejilerinde aday molekil olabilecek Bdnf'in

molekiler diizeyde nasil bir rol oynayabilecegi hakkinda bilgiler elde edilecektir.
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3. GEREG ve YONTEM
3.1. Geregler

Tez galismasinda, Apc heterozigot mutant, Bdnf heterozigot mutant ve
yabanil tip C57BL/6 soy fareler kullanildi (Tablo 4.1.). Fareler gruplar halinde (kafes
basina hayvan sayisi: 8-17.), sicaklik (22—23 °C) ve nem kontrolli odalarda, ad
libitum yiyecek ve su bulunan blyiik boy bireysel havalandirmali fare kafeslerinde
(IVC), 12 saat aydinhk, 12 saat karanlik siklusu ile barindinldi. Arastirma
gruplarindaki fareler giinlik olarak kontrol edildi, 36 haftalik yasa gelinceye kadar
vicut agirliklari haftada bir kez tartildi ve sagkalim seyri takip edildi. 36 haftalik takip
sureci icinde terminal doneme giren (Sekil 3.1.) ve takip slresi tamamlandiginda
hayatta kalan fareler anestezi altinda sakrifiye edildi ve 36. haftanin sonunda
diseksiyonlari yapildi. Tim deney hayvani kullanimlari, Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan deneylere uygun olarak onaylanmistir

(Karar no. 2020/05-04).
3.1.1. Apc Mutant Fareler

Apc+/- mutant fareler, H.U. Transgenik Hayvan Teknolojileri U.A.M.de
olusturulmustur (45). Temel olarak bu fareler, 18. kromozomundaki Apc geninin 16.
ekzonunda 8 niikleotid dizisinin CRISPR/Cas9 sistemi yoluyla silinmesi ile kodon 750
diizeyinde cerceve kaymasi mutasyonuna sahiptir ve bu Apc'nin prematir kesilme

mutasyonuna neden olmaktadir (45).

Sekil 3.1. Deney gruplarindan terminal déneme giren Apc+/- disi fare (Yas: 157 giin).
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3.1.2. Bdnf Mutant Fareler

Bdnf geninde nakavt allel iceren fare modeli 1995 yilinda olusturulmustur
(134). Bu fare modeli, Bdnf lokusunda protein kodlayan bdlgeye homolog
rekombinasyon yontemi ile neomisin direng geni (Neo) eklenerek elde edilmistir.
Yapilan calismalarda Bdnf nakavt farelerde Bdnf ifadesinin kaybi goriilmis olup

heterozigot farelerde (+/-) ise Bdnf transkriplerinde azalma oldugu goésterilmistir.
3.1.3. Bdnf Mutant Farelerin Temini

Arastirmamizda kullanilacak Bdnf+/- fareler, Karadeniz Teknik Universitesi
Cerrahi Uygulama Arastirma Merkezi'nden Prof. Dr. ismail Abidin'den hediye olarak
temin edilmistir. Prof. Dr. ismail Abidin’in ¢alismalarinda; Bdnf nakavt (-/-) farelerin
dogumdan sonra en fazla iki haftaya kadar yasadigi bildirilmis, Bdnf +/- farelerde ise
Bdnf ifadesinin %40-45 civarinda azalma gosterdigi ve sagkalimi negatif yonde
etkilemedigi belirtilmistir  (135-139). Getirilen fareler, Transgenik Hayvan
Teknolojileri U.A.M.deki 1 haftalik adaptasyon sireci tamamlandiktan sonra wt

C57BL/6 disi farelerin bulundugu ciftlestirme kafeslerine alinmislardir.
3.1.4. Yabanil Tip Fareler

Calismamizda, genotiplemelerinde her hangi bir mutasyon goérilmeyip Apc
ve Bdnf genlerine bitintyle sahip olan (full length), normal fenotipe sahip C57BL/6)

soy fareler kullanilmistir.
3.2. Yontemler

Fare Kuyruk Dokusundan Genomik DNA izolasyonu ve Genotipleme

3.2.1. DNA izolasyonu

Numarali kulak kipeleri ile isaretlenen farelerin kuyruk dokusundan tuz ve
proteinaz K muamelesi (organik olmayan ydntem) yontemi ile genomik DNA

(Deoksiribontikleik asit)'lari izole edildi. Dogan yavrular 21 ginlik yasa geldiklerinde,
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erkek ve disi ayrimi yapilarak, annelerinden ayrildi. Her yavru, kulaklarina numarali
kiipeler takilarak numaralandirildi (Sekil 3.2.). Numara verilen her yavrunun
kuyrugunun ug kismi 0,5-1 cm uzunlugunda kesilerek DNA izolasyonu igin ayri bir 1,5

ml’lik mikrosantrifiij tipine alindi. Kuyruk dokusu konulan mikrosantrifiij tiiplerinin

kiipe numarasi ile ayni kodlanmasina dikkat edildi.

Sekil 3.2. Farelerin numarali kiipeler ile kodlanmasi.

DNA izolasyonunda; mikrosantriflij icerisine alinan tim dokulara, 600 pl
TNES ve 35 ul proteinaz K (10 mg/ml, Roche 100 mg) eklendi ve 2-3 saniye
vortekslenerek karistirildi, ardindan 55°C’deki su banyosunda doku tamamiyle lizis
oluncaya dek gece boyu (8-24 saat) inkiibasyona birakildi. inkiibasyon bittikten
sonra, karisim Uzerine 166,7 ul 6M NaCl (37°C) eklendi ve 15 saniye kuvvetlice
karistirildi. islem bittikten sonra rengi krem rengine déniisen érnekler, 12000-14000
x g'de oda isisinda (15-25°C) 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi,
slipernatanttan 700 ul alinip yeni bir 1,5 ml’lik mikrosantriflij tiiptiine aktarildi.
Uzerine soguk %100 etil alkol (EtOH) eklendi. DNA c¢ozeltiden c¢dkelmeye
baslayincaya kadar tipler, 3-5 kez ters diz edilerek nazikce ¢alkalandi. Daha sonra
DNA, kapali uclu kapillar tip (Kimble 34505, 1.5-1.8 x 90 mm) etrafina sarilarak
toplandi. Toplanan DNA, daha 6nce yeni 1,5 ml’lik mikrosantrifij tipine eklenmis
300 pl %70 etil alkole daldirihp gikarildi ve son olarak, kapillar tiipe sarili DNA,
EtOH’U miimkiin oldugunca uzaklastirdiktan sonra, kapagi acik olan 1,5 ml’lik yeni
bir tlipe yerlestirildi ve yaklasik 10 dakika DNA yumaginin kurumasi beklendi.

Bekleme sonrasi, DNA sarili kapillar tiplerin Gizerine 300 pl LoTE eklendi ve iyice
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karistirllarak DNA’nin kapillar tipten ayrilmasi saglandi ve kapillar tipler gikarildi.
LoTE solusyonu igerisindeki DNA, 55-65°C’'de 10 dakika inkibasyona birakildi.
inkiibasyon sonrasi, polimeraz zincir reaksiyonu igin karisimin 1 ul’si kullanildi ve

geriye kalan DNA sispansiyonu -20°C’ye kaldirild.
3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi ile Genotipleme

Apc ve Bdnf heterozigot mutant farelerin genotiplemesi icin DreamTag DNA
Polymerase (Thermo Fisher, EPO705) kullanilarak yapilan PZR amplifikasyonlari, taze
dokudan izole edilmis DNA’lar ve tasarlanmis spesifik primerler (HU Transgenik
Hayvan Teknolojileri U.A.M.) kullanilarak ve reaksiyonlar toplam 25 pl olacak sekilde
yapildi. Amplifikasyonlar, 200 pl’lik tiplerde (Katalog No: A30588, Thermo Fisher)
Long Gene, My Gene L Series Peltier Thermal Cycler PZR cihazi kullanilarak

gerceklestirildi.

Apc heterozigot mutant farelerin genotiplemesi icin kullanilan primerler:

Apct+/+ (yabanil allel) forward: 5'-CAGCAGCTTTAAGGAATCTCA-3', Apc+/+, Apc+/-

reverse: 5'- TCTGACCTACTATCATCATGTCG-3' ve Apc+/- (mutant allel) forward: 5'-

GTCTGCCATCCCAGGAAA- 3'. Bdnf heterozigot mutant farelerin genotiplemesi igin
kullanilan primerler: Bdnf+/+ (yabanil allel) forward: 5'- GGTTCGAGAGGTCTGACGAC-

3', Bdnf+/- (mutant allel) forward: 5'-GTGATATTGCTGAAGAGCTTGG - 3' ve Bdnf+/+,

Bdnf+/- reverse: 5'-GGTCAGTGTACATACACAGGAAG-3'). PZR amplifikasyonu

sonucunda, Apc yabanil allel 268 bg¢, mutant allel ise 185 bg Urlin verirken, Bdnf
yabanil allel 579 bg, mutant allel ise 480-500 b¢ Uriin vermektedir (Tablo 3.1.).
Boylelikle, mutant fareler Apc+/-, Bdnf+/- ve her iki mutasyona sahip fareler Apc+/-

Bdnf+/- olarak belirlendi ve mutant olmayan farelerden ayrildi.

100nM olarak alinan primerler, 20 ul ana stok primerden alinip 180 pl
otoklavlanmis ve 0,22 um’lik filtreden gecirilmis distile su icerisinde resiispanse
edilerek 10mM stok sollisyonlar 200 pl voliimde hazirlandi ve kullanim sonrasi -
20°C’ye kaldirildi. DNA’nin ¢ogaltilmasi amaciyla, PZR’u bilesenleri ve PZR kosullari
asagida belirtilen sekilde hazirlandi (Tablo 3.2., 3.3.). Onceki deneylerde pozitif
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oldugu bilinen Apc ve Bdnf mutant genine sahip DNA’lar pozitif kontrol olarak
kullanildi. DNA 6rneginin eklenmedigi, sadece LoTE konulan reaksiyonlar negatif

kontrol olarak degerlendirildi.

Tablo 3.1. Deney gruplarindaki farelerin genotiplendirilmesi i¢in kullanilan primerler.

Multipleks PZR Primer Dizileri
(5'23)

Genotip Forward Reverse Uriin Boyutu

Apc+/+ CAGCAGCTTTAAGGAATCTCA TCTGACCTACTATCATCATGTCG 268 bg

Apc+/- GTCTGCCATCCAGGAAA TCTGACCTACTATCATCATGTCG 185 bg

Bdnf+/+ GGTTCGAGAGGTCTGACGAC GGTCAGTGTACATACACAGGAAG 579 bg

Bdnf+/- GTGATATTGCTGAAGAGCTTGG GGTCAGTGTACATACACAGGAAG 480-500 bg

Apc mutant geni igin kurulan PZR urinleri, %1’lik agaroz jel elektroforezinde;
Bdnf mutant geni igin kurulan PZR Urlinleri, %1,5luk agaroz jel elektroforezinde
degerlendirildi ve bantlar UV 15181 altinda gorintilendi. Mutant gene sahip pozitif
oldugu belirlenen hayvanlar PZR sonucuna gore tespit edildi ve arastirma gruplari bu

sonugclara gore olusturuldu.

Tablo 3.2. Apc Mutant Fare Genotiplendirilmesinde Kullanilan PZR Bilesenleri ve PZR
Kosullari.

PZR Bilesenleri: PZR Cihazi Program Kosullari:

Apc Mutant Fareler Apc Mutant Fare

1X (ul)
ddH20 17,25 ul 950C 2 dakika
10 X Dream PCR buffer 2,5 ul
Apc_G_F_Yeni 1 0,5 ul 95°C 30 saniye
/I;\:\Z_SER ; E: 35x 59°C 30 saniye
10 mM dNTP 0,5 ul 72°C 30 saniye
Dream Taq Poly. 0,25 ul
Toplam hacim 24 ul 72°C5 dakika
Template DNA 1ul
En son hacim 25 ul acC e
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Tablo 3.3. Bdnf Mutant Fare Genotiplendiriimesinde Kullanilan PZR Bilesenleri ve
PZR Kosullari.

PZR Bilesenleri: PZR Cihazi Program Kosullari:

Bdnf Mutant Fareler Bdnf Mutant Fare
1X (ul)

ddH20 17,25 ul 950C 2min
10 X Dream PCR buffer 2,5 ul
Bdnf-FZ 0,5 Ul 950C 30 sec.
Bdnf-Neo-R1 1ul 40x
Bdnf-Neo-F1 2ul 62°C 30 sec.
10 mM dNTP 0,5 ul
Dream Taq Poly. 0,25 ul 72°C 30 sec.
Toplam hacim 24 ul 720C 5 min.
Template DNA 1ul
En son hacim 25 ul 40C oo

3.2.3. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Agaroz (Biomax, 100 g) ve 1xTAE Tamponu (Tris-asetat-EDTA) jel
elektroforezinin yapilacagi tankin boyutuna gore karistirildi (%1’lik agaroz jel igin: 0.8
g agaroz + 80ml 1xTAE tamponu; %1,5’luk agaroz jel igin: 1,2 g agaroz + 80ml| 1xTAE
tamponu). Karisim mikrodalga firinda kaynatilarak agarozun erimesi saglandi. 2-3
dakikalik kaynatma sonucunda seffaf bir goriintl elde edildi ve hava kabarciklarinin
gitmesi icin oda i1sisinda kisa bir stire bekletildi. Daha sonra bu karisima 4 ul etidyum
bromir eklenip karistirildiktan sonra, tarak yerlestirilmis olan elektroforez tankina
dokilda ve jel, en az 20 dakika, polimerizasyona birakildi. DNA 6rnekleri 6x yikleme
boyas! ile karistirildiktan sonra, ilk kuyucuk bos birakilarak, jel kuyucuklarina
yuklendi, ardindan ilk kuyucuga 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher, 10787026)
yiklendi. Ornekler, Apc mutant geni icin kurulan PZR'da, %1’lik agaroz jelde 100V’da
1 saat; Bdnf mutant geni igin kurulan PZR’da, %1,5’luk agaroz jelde 120V’da 70

dakika DNA fragmanlari ayrilana dek yirtttlda.

50X TAE Tamponu: Toplam 1 Ulik hacim igin bilesenler:

242 g Tris Base
57,1 ml Glacial Acetic Acid
100 ml 0,5M EDTA pH 8.0

Hacim 1 L'ye tamamlanincaya kadar distile su


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/10787026
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Kontrol ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

3.2.4. Apc Mutant Fare Kolonisinin Genisletilmesi

Arastirma gruplarini olusturmak icin, Bdnf +/- damizlik erkek farelerle
ciftlestirilecek disi Apc+/- farelerin kolonisi genisletildi. F7 jenerasyonundaki Apc +/-
C57BL/6 fareler gogaltilarak F8 jenerasyonuna ulastirildi. F8 jenerasyonu olan yavru
fareler 3-4 haftalik yasa ulastiginda genotiplemeleri yapildi ve ciftlestirme kafeslerine

yerlestirilecek Apc +/- disi fareler tespit edildi.

3.2.5. Bdnf Mutant Fare Kolonisinin Genisletilmesi

Bdnf+/- erkek fareler icin Sekil 3.3’te gosterilen plana gore ciftlestirme

kafesleri olusturuldu ve yabanil tip (wt) disi C57BL/6 farelerle ciftlestirilerek koloni

0 2

(o>

0 2

e

genisletildi.
# 814 # 815 # 816 i# 817 # 818
+ + + + +
wt C57BL/6 Disi | wt C57BL/6 Disi | wt C57BL/6 Disi | wt C57BL/6 Disi | wt C57BL/6 Disi
Fare Fare Fare Fare Fare

(e

Sekil 3.3. Bdnf+/- Erkek Farelerin wt C57BL/6 Disi Fareler ile Ciftlestirilmesi.
3.2.6. Apc +/- Bdnf +/- Fare Kolonisinin Olusturulmasi

Bdnf +/- erkek fareler (#814, 815, 816 ve 817) ile F8 jenerasyonu Apc +/-disi
farelerin icin Sekil 3.4te gosterilen sekilde ciftlestirme kafesleri olusturuldu.
llerleyen zamanlarda, Apc+/- disi farelerin polip yiklerinin artmasi ve hastalk
belirtileri gostermeleri sebebiyle, ciftlestirme kafesleri Bdnf+/- disi fareler ve Apc+/-

erkek fareler olacak sekilde yenilendi.
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# 814 # 815 # 816 # 817
+ + + +
# 828, 830, | # 833,837, | #850,871, | # 851, 857,
831 839 873 858

1T0+30Q [ 1T+3Q | 1T+3Q |[1T+30Q
(v (ew (ew (v

Sekil 3.4. Bdnf+/- Erkek Fareler ile Apc+/- C57BL/6 Disi Farelerin Ciftlestirme
Gruplari.

3.2.7. Kontrol ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Caprazlamalar sonucu dogan ilk 34 yavruda Apc ve Bdnf heterozigot
mutasyonlarindan her ikisine de sahip yavrulara rastlanmadi. Sonraki dogan ilk
grupta Apc ve Bdnf heterozigot mutasyonlarinin her ikisine de sahip ilk yavrular elde
edilmeye baslandi ve bu yavrular dahil olmak lizere devaminda dogan tim disi ve
erkek yavrular (toplam 98 vyavru) ile arastirma gruplari olusturuldu. Genotipleme
sonucunda; Apc+/-, Bdnf+/-, Apc+/-Bdnf+/- ve yabanil tip (wt) fareler elde edildi ve
bu farkh genotiplerden 4 ayri deney grubu olusturuldu. Apc+/-Bdnf+/- fareler,

yazinin devaminda Apc/Bdnf ¢ift mutant fareler olarak da ifade edilecektir.

3.2.8. Transgenik Fare Uretimi ve idamesi icin Standardize Yem

Hazirlanmasi

Transgenik ve mutant fare soylari biyolojik yolaklarda rol alan bazi proteinleri
farkli seviyelerde bulundurmalariyla diger fare soylarindan ayrilirlar. Hatta bazi
transgenik ve mutant soylarin protein degerlendirme kapasitelerinin diisiik oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle biyolojik yolaklarda islev goéren proteinlerin yapisinda
bulunan kritik amino asitlerin dengeli ve diizenli olarak bu hayvanlara diyet yoluyla

sunulmasi 6nem tasimaktadir. Bunun yaninda fizyolojik donem (bliyime, gebelik,
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laktasyon veya yasama payi) giinlik besin madde ihtiyaglari, tim memeli canlilarda

oldugu gibi farelerde de farklilik gosterir.

Calismamizda, deney ve kontrol gruplarindaki fareler fizyolojik donemlerine
uygun besin iceren iki farkli diyetle beslendi. Uretimde kullanilacak farelere ve bu
farelerin biylime dénemindeki yavrularina %24 ham protein, %9 ham yag ve %47,4
azotsuz ekstrakt iceren “Transgenik Fare Uretim Diyeti (TFUD)” uygulandi. Timér
gelisimi sliresince takip edilen farelere ve kontrol gruplarina %20 ham protein, %9
ham yag ve %51,3 azotsuz ekstrakt iceren “Transgenik Fare Bakim Diyeti (TFBD)”
uygulandi ve tim deney gruplari ¢alismanin sonlandirilacagl 36 haftalik yasa (252
gin) gelene kadar bu diyette tutuldu. Diyetlerin besin icerikleri Resmi Tarim

Kimyagerleri Dernegi'ne (AOAC international) gbre analiz edildi (140).

Sekil 3.5. Transgenik fare diyetlerinin hazirlanmasi. Diyet hazirlama asamalari: 1.
Diyetlerin dengeli aminoasit profili ve yeterli protein degerini saglayacak sekilde
formiile edilmesi. 2. Sistematik ve yeterli homojenizasyon. 3. Peletleme. 4. Kurutma
ve Paketleme.

Diyet icerigi analizlerinde; nem ve ham kiil analizleri H.U. Transgenik Hayvan
Teknolojileri U.A.M.de gergeklestirildi. Ham protein, ham yag, ham seliiloz analizleri

ise A. U. Veteriner Fakiiltesinde yaptirildi. N’ suz 6z madde degeri ise hesaplanarak
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bulundu. Diyetlerdeki toplam enerji; transgenik fare Ulretim diyetinde, enerjinin
%24'U yagdan, %48'i karbonhidratlardan, %28'i proteinden; transgenik fare bakim
diyetinde ise enerjinin %24'G yagdan, %53'lU karbonhidratlardan, %23'(i proteinden
elde edilecek sekilde tasarlanmistir. Atwater sistemine gore her iki diyette de
metabolik enerji 3670 kcal/kg olarak hesaplanmistir (141) (Sekil 3.5., 3.6., 3.7.; Tablo
3.4.).

Sekil 3.6. Diyetlerin nem ve ham kil analizleri icin islemler.

Tablo 3.4. Diyetlerin nem ve ham kil analizleri.

H.U. Transgenik Hayvan Teknolojileri U.A.M.de Gerceklestirilen Analizler

Transgenik Fare Uretim Diyeti Transgenik Fare Bakim Diyeti

1. Analiz | 2. Analiz| Ortalama |1.Analiz|2. Analiz| Ortalama

X
X

Nem Analizi 1,32% | 7,64% 1,48) 792% | 8,40% | 8,167

Ham Kiil Analizi | 5,46% | 5,43% 5 584% | 535% | 5,409

|~4>
[
xR
|;\
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Sekil 3.7. Transgenik Fare Diyetleri Besin Madde Bilesimleri.
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Farelerin Kurban Edilmesi, Taze Doku Orneklerinin Toplanmasi ve Polip Sayimi
3.2.9. Diseksiyonlar ve Taze Doku Orneklerinin Toplanmasi

Takip sureci igerisinde terminal doneme girmis ve takip sliresini tamamlamis
fareler, 36. haftada anestezi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi ve 6rnek
kayit formuna (Sekil 3.8) cinsiyet, grup numarasi, fare kulak numarasi, dogum tarihi,
kurban edildigi ginin tarihi vd. bilgiler ile kaydedildi. Daha sonra diseksiyon
yapilarak, gastrointestinal sistem organlari (mide, karaciger, ince bagirsak, kolon),
dalak, akciger, kalp, bdbrekler ve beyin cikarildi. Gastrointestinal sistem (GIS),
0zofagustan anulse kadar ¢ikarilip +4°C'de 1X PBS igerisine konuldu ve temizlendi.
Petri kabi Gizerinde tiim gastrointestinal traktiis longitudinal olarak agildi ve 1X PBS
ile yikandi. Daha sonra bagirsak polip ve mukoza taze doku d6rnekleri toplandi ve
protein ve RNA analizleri icin -80°C'de dondurularak saklandi. GiS disinda geriye
kalan dokular, 25-35 ml %10 tamponlu formalin (Katalog No: TK.060161.05001,
Tekkim) icerisinde fikse edildi. GIS; ince bagirsak ve kolonun kivrimli halinin agilmasi
icin, tabaninda parafin zemin bulunan kaplarda igneler ile gerdirilerek 50-60 ml %10

tamponlu formalin icerisinde en az 24 saat boyunca fikse edildi (Sekil 3.9.).

Sekil 3.8. Makroskopik inceleme icin Ornek Kayit Formu.
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Sekil 3.9. Diseksiyon ve taze doku toplama alani.

3.2.10. intestinal ve Kolonik Poliplerin Sayimi ve Dokularin Makroskopik

incelenmesi

Dokularin fiksasyona birakilmasindan bir giin sonra, fiksasyonu gerceklesen
orneklerin makroskopik fotograflari c¢ekildi ve kaydedildi. Daha sonra bu 6rnekler
stereo mikroskop altinda incelendi. Bagirsak ve kolon poliplerinin sayisini kesin
olarak belirlemek icin mikroskop (ZEISS marka Stemi 305 Model Stereo mikroskop)
altinda 10X bilyutmede intestinal ve kolonik tiimorlerinin lokalizasyonu ve sayisi
kaydedildi (142). Kayit sistemi tamamlandiktan sonra histomorfolojik inceleme igin
ornekler alindi ve bu orneklerden formalinle sabitlenmis parafine gomuli (FFPE)
bloklar hazirlandi (Sekil 3.10.). Bu parafin bloklardan H&E ile boyanmis lamlar elde
edildi. Ayni zamanda, kurban edilen farelerin gastrointestinal sistem disindaki

organlari da morfolojik olarak incelendi.



41

Sekil 3.10. FFPE bloklarin hazirlanmasi 6ncesi olusturulan kaset 6rnekleri.
3.2.11. immiinohistokimyasal Analiz

FFPE intestinal timor bloklar hazirlandi ve bu bloklardan hazirlanan 4pum
kalinhgindaki boyasiz kesitler 60°C’de gece boyunca deparafinize edildi. Daha sonra
20 dakika ksilenden ve kademeli olarak 10’ar dakika alkol (%96, 90, 70)
solisyonlarindan gecirilen kesitlere rehidrasyon yapildi. Heat induced epitope
retrieval (HIER) yontemiyle sitrat kullanilarak mikrodalga firinda 10 dakika antijen
geri cagirma islemi gerceklestirildi ve sonrasinda yikamanin ardindan hidrojen
peroksit ile endojen peroksidaz aktivitesi 20 dakika boyunca bloke edildi. Bu islemler
sonrasi distile su ve 1X PBS ile yikama yapildi ve sonrasinda kesitler, 5 dakika
boyunca kegi serumu ile bloklandi. Devaminda, serum alindiktan sonra, érnekler
kurumadan ve yikama yapilmaksizin primer antikor (1:500 diliisyon BDNF antikoru
(FNab00859, FineTest, Wuhan Fine Biotech Co., Ltd.) ve 1:200 diliisyon Beta-katenin
antikoru (D13A1, Rabbit mAb, #8814, Cell Signaling Technology)) eklenerek 1 saat
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda yikanan ornekler sekonder antikorda (Biotinylated
Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L); ab64256) yarim saat bekletildi. Daha sonra yikama
yapilip streptavidin biotin peroksidaz (Streptavidin HRP, ab64269, Abcam, UK)

uygulamasi yapildi. Tekrar yikama yapildiktan sonra, son asamada DAB (3,3’-
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Diaminobenzidine)  kullanilarak 15tk mikroskobunda  reaksiyon  siresi
degerlendirilerek kromojen eklendi. 10 dakika DAB uygulamasi sonrasi ornekler
distile su icerisine alinip reaksiyon durduruldu. Ardindan, 5-10 saniye hematoksilen
uygulandi ve hemen sonrasinda slaytlar akan ilik musluk suyu altinda 10 dk yikandi
ve sonrasinda dehidrasyon igin dereceli alkolden (%70, 90, 96) gegcirilip ksilen
solisyonunda 20 dakika bekletildi ve sonrasinda balsam ile kapatilarak mikroskobik

olarak degerlendirme yapildi.

3.2.12. BrdU isaretlemesi

imminohistokimyasal olarak farelerin gastrointestinal sisteminde bulunan
timor dokularindaki proliferasyon, BrdU (5-Bromo-2°-Deoxyuridin) isaretlemesi ile
incelenmistir. ilk olarak, test edilecek fareler tartildi ve viicut agirliklarina gére uygun
dozda (100 mg/kg) BrdU (Katalog numarasi: B23151, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific) intraperitoneal olarak enjekte edildi. Enjeksiyondan 1 saat sonra
diseksiyon yapildi ve ardindan mukoza ve polip 6rneklerinden kesitler hazirlandi.
FFPE kesitler, anti-BrdU antikoru (1:500 dillisyon; BrdU Polyclonal Antibody, Katalog
# PA5-32256, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) ile yukarida agiklanan sekilde

immunohistokimya yoluyla BrdU isaretlemesi igin boyandi.

3.2.13.intestinal Tiimérlerden ve Neoplastik Olmayan Mukozadan

Protein izolasyonu ve Western Blot Yontemi ile incelenmesi

Diseksiyon sonrasi toplanip -80°C’ye kaldirilan ornekler, proteaz inhibitor
kokteyli (cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich)
eklenmis radioimmunoprecipitation assay (RIPA) solisyonunda homojenize edilerek
total protein izolasyonu yapildi. Elde edilen proteinlerde, bikinkoninik asit (BCA,
Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, 23225) yontemi ile protein

saflastirmasi yapildi ve protein konsantrasyonlari belirlendi.

Western Blot analizi icin Mini-PROTEAN Tetra Cell sistemi (Bio-rad) kullanildu.
Protein 6rnekleri, ayni miktarda protein (0,5-1ug/ul) icerecek sekilde RIPA soliisyonu

ile dilie edildi, B-merkaptoetanol ile kaynatilarak denatiire edildi ve her bir
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kuyucukta 30 ug protein olacak sekilde sodyum dodesil siilfat (SDS)-poliakrilamid
jele (%10-12) yiklendi. Proteinler elektroforez ile molekiiler agirliklarina gére ayrildi.
Jel elektroforezi sonrasinda, ayrilmis proteinler, immin blotlama ile PVDF
(polyvinylidene difluoride) membrana aktarildi. Proteinlerin transfer oldugu
membran, bloklama tamponu (%5 BSA’li (w/v) TBST (tris-buffered saline and tween
20)) icinde 1 saat oda sicakliginda ve calkalayicida bloklandi. Bu islem sonrasinda,
membran Uzerindeki bloklama tamponu dokilip yikama yapmadan primer antikor
(Anti-Bdnf (1:1000, FNab00859, FineTest), Anti-Beta katenin(1:200, #8814, Cell
Signaling Technology) eklendi ve galkalayici tzerinde +4°C’de 12-16 saat bekletildi.
Bekleme sonrasi, membran TBST ile ¢alkalayicida yikandi. Yikama sonrasi membran,
1:10000 dillie edilmis sekonder antikor (Sigma-Aldrich) ile oda sicakliginda
calkalayici Uzerinde 1 saat muamele edildi. Sonrasinda, TBST ile yikama yapilip,
membran calisma ¢ozeltisi icerisinde gorintileme yapildi. B-aktin (Sigma-Aldrich),

protein yliklemesinin pozitif kontroli olarak uygulandi.

3.2.14. intestinal Tiimorlerden ve Neoplastik Olmayan Mukozadan RNA
izolasyonu ve Gergek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

A) RNA izolasyonu

Taze olarak toplanarak RNALater (AM7020, invitrogen) soliisyonuna alinmis
fare saglikh mukoza ve tiimorlerine ait 6rneklerden Trizol (Cat. No: 15596-018,
Invitrogen) yontemi kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. RNALater icindeki doku
homojenizatore alinarak 1000 ul Trizol eklendi. Burada homojenize edilen doku lizati
1,5 ml’lik steril ependorf tiipe aktarildi. Ornek bu asamada 5 dk. oda sicakhginda
inklibasyona birakildi. Sonrasinda Uzerine 0,2 ml kloroform eklenerek 15 sn
kuvvetlice karistirildi ve sonrasinda oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasl, 12,000 g’de 15 dk 4 °C’de santriflij yapildi. Santriflij sonrasi olusan lg fazdan
en Ustteki seffaf kisim kontaminasyon olmaksizin yeni bir steril eppendorf tiipe
aktarildi. RNA'y1 ¢coktiirmek amaciyla 0,5 ml izopropanol eklenerek tiip asagi yukari

cevrilip homojenlik saglandiktan sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
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Sonrasinda 12,000 g’de 10 dk 4°C’de santriflij edilip sipernatant atildi. Elde edilen
pelet, ylkama amaciyla Uzerine %75’lik EtOH'den 1 ml eklenerek vortekslendi. Bu
asamadan sonra 7,500 g’de 5 dk. 4 °C’de santriflijlenerek sipernatant atilip pelet
oda sicakliginda 5-10 dk. bekletilerek alkolliin uzaklastiriimasi saglandi. Bekleme
sonrasinda, pelet (izerine 100-200 pl RNase icermeyen su eklendi ve 10 dk 55-60
°C’de inkibe edildi. Ardindan, RNA oOrneklerinin saflik ve miktar tayini olgcimleri
Nano-Drop ND-2000 ile yapildi. Tek kullanimlik olarak hazirlanan RNA ornekleri -
80°C’ye kaldirnldu.

B) cDNA Sentezi

izole edilen total RNA’dan High Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti
(REF: 4368814, Thermo Scientific) kullanilarak ve kit protokolii takip edilerek
komplementer DNA (cDNA) sentezi yapildi. Reaksiyon bilesenleri ve termal dongu
cihazi (LongGene, MyGene L Series Peltier Thermal Cycler) kosullari Tablo 3.5’te

belirtilen sekilde hazirlandi.

Tablo 3.5. cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri ve termal dongl cihazi program
kosullari.

cDNA Sentezi Reaksiyon Bilegenleri: Termal Dongii Cihazi Program Kosullari
e Program Kosullari:
2X Ana Karisim X (ul
Reaksiyon _
10 X RT Buffer 2 Sicaklis: Zaman:
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8
10X RT Random Primers 2
25°C 10 dakik
MultiScribeTM Reverse 1 awka
Transcriptase
RNase Inhibitor 0 37°C 120 dakika
Niikleaz icermeyen H,0 4.2
Reaksiyon bagina toplam 10 85°C 5 dakika
hacim:
CDNA: 10
oC oo
En son hacim: 20 4c Bekletme
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C) Gergcek Zamanl Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Komplementer DNA sentezi yapildiktan sonra, gercek zamanli kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonun hazirlanacagl ylizey RNase AWAY (83931-250ML,
Sigma) ile temizlendi. Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mix (Thermo
Scientific, LSG-K0373) kiti kullanilarak, Bdnf+/-, Apc+/- ve Apc+/-Bdnf+/- fare
intestinal mukoza ve intestinal timor dokularindan elde edilen ve 1:20 oraninda
dilie edilmis cDNA o6rnekleri kullanilarak BDNF, Trk B, beta katenin ve Lgr5’e ait
RNA’larin rolatif miktari belirlendi. Reaksiyon bilesenleri ve termal dongi cihazi
kosullari Tablo 3.6’da gosterilen sekilde hazirlandi. Hazirlanan reaksiyonlar,

Stratagene Mx3005P cihazinda analiz edildi. Her bir reaksiyon (g defa tekrarlandi.

Negatif kontrol olarak cDNA yerine nikleaz icermeyen distile su konularak
amplifikasyonun dogrulugu tespit edildi. Pozitif kontrol olarak yabanil tip fare
dokularindan elde edilen cDNA’ler kullanildi. Hedef genlere ait mRNA’larin

normalizasyonu icin beta aktin primerleri kullanildi.

Tablo 3.6. Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu bilesenleri ve termal
déngli cihazi program kosullari.

Reaksiyon Bilesenleri: Stratagene Mx3005P Cihazi
Program Kosullar:
Kantitatif Gercek Zamanli Program Kosullan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Reaksiyon sicakhgi ve
Tekrar Sayisi
zaman
Ana Karisim 1X (ul Ix 50°C 2 dakika
1x 950C 10 dakika
Master Mix 10 950 15 saniye
dH20 3 40x 60°C 30 saniye
(DNaz/RNaz igermeyen) 720C 30 saniye
ileri Primer 1 1x 95°C 15 saniye
L 1x 60°C 30 saniye
Geri Primer 1
1x 95°C 30 saniye
cDNA /tip 5 40C oo
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3.2.15. istatistiksel Analiz

istatistiksel incelemeler icin IBM SPSS Statistics 23.0, GraphPad Prism 9.5.1
Windows versiyonu ve ImageJ (Fiji) yazihmlari kullaniimistir. Apc+/- fareler ve Apc+/-
Bdnf+/- ¢ift mutant farelerin ince bagirsak ve kolonlarindaki polip sayilari arasindaki
iliski ile ayni iki grubun dalaklarindaki megakaryosit sayilari arasindaki iligki Mann-
Whitney U testi kullanilarak analiz edildi. Apc heterozigot mutasyonu ile Bdnf
heterozigot mutasyonu ile hayatta kalma arasindaki iliski, Kaplan-Meier analizi
kullanilarak gizilen hayatta kalma egrileri ile analiz edildi. Gruplarin sagkalim egrileri
arasinda fark olup olmadigini degerlendirmek icin log-rank testi kullanildi. intestinal
mukoza ve intestinal timor dokularinda Bdnf, Trk B, beta katenin ve Lgr 5 gen
ifadelerinin tim gruplar arasindaki ekspresyon farklari Kruskal-Wallis testi ile
incelendi. Sonuclar ortalama#SD olarak ifade edildi. 0.05 veya daha distk bir p

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bdnf +/- Farelerin Genotiplenmesi ve Koloninin Genisletilmesi

Bdnf+/- damizlik erkek fareler Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edildi. H.U. Transgenik Hayvan
Teknolojileri UAM’deki IVC fare kafeslerinde tutulan farelere kulak kupeleri ile
numaralar (814- 818) verildikten sonra genotipleme ile dogrulamanin yapilabilmesi
icin kuyruk dokularindan genomik DNA izolasyonu yapildi. PZR deneyi optimize
edilerek Sekil 4.1.’de gosterilen genotipleme sonuglari elde edildi ve mutasyon
durumlarinin dogrulanmasi yapilmis oldu. Genotipleme dogrulanmasi yapilan
Bdnf+/- damizlik erkek fareler adaptasyon sirelerini tamamladiktan sonra tek olarak
ayri kafeslere alindiktan sonra damizlik performanslarinin teyidi icin yanlarina
yabanil tip (wt) C57BL/6 disi fareler eklendi. Disi fareler, Bdnf +/- erkek farelerin
yanina 14 gin birakildi. 14. giin sonunda #814, 815, 816 ve 817 ile ciftlesen disi
farelerin gebe oldugu tespit edildi ve ayirilarak, bir kafeste iki fare olacak sekilde,
dogum kafeslerine yerlestirildi. ilerleyen siirecte, #818 numarali farenin yanina
birakilan disinin de gebe oldugu tespit edildi ve gebe fare ayni sekilde ayri kafese
alindi. Tim kafeslerde yavru olmasi sonucunda, 5 erkek farenin de arastirma
gruplarinin olusturulmasi icin gereken caprazlama deneyleri i¢cin uygun olduguna

karar verildi.
4.2. Disi Apc +/- Farelerin Elde Edilmesi igin Koloninin Cogaltiimasi

Apc mutant farelerin Bdnf mutant fareler ile gaprazlanabilmesi igin koloni
genisletildi. ilk olarak, F7 jenerasyonu Apc+/- C57BL/6 fareler cogaltilarak F8 Apc+/-
C57BL/6 fare jenerasyonuna ulasildi. Apc+/- C57BL/6 F8 jenerasyonu yavru fareler
21 guinluk yasa ulastiginda genotiplemeleri yapilarak Apc+/- disi fareler tespit edildi.
Sekil 4.2/deki PZR’nundan elde edilen Urinlerin jel goriintlisiinde yer alan veriye

gore Uretim kafesleri icin toplamda 12 adet Apc mutant disi fare belirlendi.



48

579 be
480-500 b

Sekil 4.1. Bdnf +/- Damizlik Erkek Farelerin (#814, 815, 816, 817, 818)
Genotiplendirilmesi: PCR (rlinlerinin Agaroz Jeldeki Gorlintusa.

Sekil 4.2. Apc+/- kolonisinin genisletilmesi sonucunda; 828, 830, 831, 833, 837, 839,
850, 851, 857, 858, 871, 873 kiipe numarali toplam 12 adet Apc +/- disi fare ve 879
kiipe numaral Apc +/- erkek fare elde edildi.
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4.3. Kontrol ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Takibi

Apc ve Bdnf mutant fareler ¢aprazlandiktan sonra elde edilen 98 yavrunun
genotiplenmesi sonucunda, Apc/Bdnf ¢ift mutant fareler elde edilerek, deney
gruplari olusturuldu (Sekil 4.3.). Bu genotiplerin dort grupta dagilimi su sekilde
gerceklestirildi; yabanil tip (n=28; 10 disi, 18 erkek), Bdnf mutant (n=23; 13 disi, 10
erkek), Apc mutant (n=29; 12 disi, 17 erkek) ve Apc/Bdnf ¢ift mutant (n=18; 8 disi, 10
erkek) (Tablo 4.1.). Bu gruplardaki farelerin takibinde Bdnf mutant alelleri tasiyan
farelerde asiri kilo alimi ile karakterize goriinim kaydedildi. Bdnf mutant ve yabanil
tip farelerin karsilastirmali gorintileri Sekil 4.4.'te gosterilmektedir. Bu fenotipe ek
olarak, bazi Bdnf mutant farelerde agresif davranis kaydedildi (Sekil 4.5.). Bu fareler

koloniden ayrildi ve farkh kafeslerde takip edildi. Bu agresif fenotipin ayrintili

karakterizasyonu icin daha ileri deneysel arastirmalar bu calismada
gerceklestirilmedi.
Tablo 4.1. Kontrol ve Deney Gruplari.
Onerilen Gerceklesen
Grup Fare Genotipi ve Irki - Gruptaki Gruptaki
Numarasi Cinsivet Hedef Fare Mevcut Fare
Sayisi (n) Sayisi (n)
Al. Grup Disi 6 10
Wt C57BL6
A2. Grup (Apc+/+ Bdnf+/+) Erkek 6 18
B1. Grup Disi 6 13
Bdnf+/- C57BL6
B2. Grup (Apc +/+ Bdnf +/-) Erkek 6 10
C1. Grup Disi 10 12
Apc+/- C57BL6
C2. Grup (Apc +/- Bdnf +/+) Erkek 10 17
D1. Grup ..
D 10 8
Apc +/- Bdnf +/- >
D2. Grup C57BL6 Erkek 10 10
TOPLAM: 64 98
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Sekil 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin olusturulmasi icin Apc+/- ve Bdnf +/- PZR
Urinu agaroz jel goruntileri. (a, b) Apc+/- farelerinin genotiplenmesi. (c, d) Bdnf+/-
farelerinin genotiplenmesi. Cerceve icerisindeki genotipleme sonugclari, ayni farede
hem Apc hem de Bdnf mutasyonlari oldugunu gosterir (Apc+/-Bdnf+/- fareler).

Sekil 4.4. Ayni yastaki (165 giin) Bdnf/- ve wt erkek fareler, soy icerisinde
cogaltilmistir. Bdnf /- erkek farenin viicut agirhgi: 54,82 g; wt erkek farenin viicut
agirhgi: 25-30 g.
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Sekil 4.5. Grupta agresif davranis gosteren Bdnf+/- erkek fareler, yas: 30-60 gin.
Agresif davranisin ardindan fareler ayri kafeslere alindi.

4.4. Apc+/- ve Yabanil Tip Farelere Kiyasla, Takip Siirecinde Apc/Bdnf ve
Bdnf+/- Farelerin Viicut Agirhg Dagihimindaki Farkhliklar

Deney gruplarindaki tim farelerin vicut agirhiklari olgimleri; 4, 6 ve 8
haftalik yasta ve 8 haftalik yastan 36 haftalik yasa kadar haftada bir kez Ol¢glim
yapilacak sekilde tamamlandi (Sekil 4.6.). Hem disi hem erkek Bdnf mutant ve
Apc/Bdnf c¢ift mutant farelerde, kontrolleri (Apc mutant ve yabanil tip) ile
karsilastinldiginda, belirgin kilo artisi oldugu gorildi. Arastirma gruplarinda, 36
hafta boyunca yapilan haftalik viicut agirliklari tartimi sonucunda; 16. haftaya kadar
Bdnf+/- ve Apc/Bdnf mutant hem disi hem erkek fare gruplarinda dogru orantili
belirgin bir kilo artisi gérultrken, Apc+/- ve yabanil tip disi ve erkek fare gruplarinda
birbirine paralel sekilde ve az miktarda kilo alimi gézlemlendi. 16 hafta sonrasinda,

Apc+/- Bdnf+/- hem disi hem erkek farelerde kilo artisi azalmaya basladi. 30. haftaya
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kadar Bdnf+/- fare gruplari hari¢ diger gruplarda kilo alimi sabit bir seyirde iken 30.

haftadan sonra Apc+/- farelerde viicut agirhginin azalmaya basladigi gorald.

Disi Fareler

40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

Viicut Agirhig1 Ortalamalari (g)

4 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Yas (Hafta)

WT

Bdnf +/-

— ADC +/-

Bdnf +/-_ Apc +/-

Erkek Fareler

50.00
45.00
40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00
4 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

Yas (Hafta)

Viicut Agirligi Ortalamalarn (g)

WT

— ADC +/- Bdnf +/-_ Apc +/- Bdnf +/-

Sekil 4.6. Deney gruplarinin 36 haftalik viicut agirhg takibi. Sonuglar ortalama *
standart hata olarak gosterilmistir.

Bdnf mutant ve wt fareler, takip siresi boyunca kilo almaya devam etti. Hem
disi hem erkek fareler icin kilo alma modelinin seyri birbirine paralel ilerledi. Bdnf
mutant fare grubunda takip siireci icinde hem disi hem erkek farelerde belirli bir
grup, ortalama Ustl vicut agirhgina ulasirken geriye kalan grubun viicut agirhg
ortalamanin altinda kaldi. Her bir genotipteki disi ve erkek fareler icin kilo alimi seyri,
birbirine paralel sekilde ilerledi. Viicut agirligi dlciimleri tamamlandiginda, Bdnf+/-
disi ve erkek farelerin viicut agirhginin diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek
oldugu gozlendi Ayni zamanda, Bdnf+/- disi ve erkek farelerin grup ici kilo dagilimi

incelendiginde, bu dagilimin grup ortalamasinin her iki tarafinda belirli bir gruplasma
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olusturdugu goruldii. Hem Bdnf+/- disi ve hem erkek farelerin vicut agirhg
dagihimlari incelendiginde, grubun yarisi normal viicut agirhgina sahipken diger

yarisinda belirgin bir kilo artisi oldugu goraldu (Sekil 4.7., 4.8.) (143).
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Sekil 4.7. Arastirma gruplarinda; 20 haftalik yastaki disi (A) ve erkek (B) farelerin
vicut agirhgr dagilimi, 30 haftalik yastaki disi (C) ve erkek (D) farelerin viicut agirhgi
dagilimi.

4.5. Apc/Bdnf Cift Mutant Farelerde Hastalik Fenotipindeki Degisimler

Azaltilmis Bdnf ifadesine sahip Apc+/- fareler, Bdnf+/- fareler ile, 4 haftalik
yastan 16 haftalik yasa kadar normal araligin lizerinde benzer sekilde kilo alma sireci
gosterdiler. Apc+/- Bdnf+/- fareler ayni zamanda, yaklasik 5 ay boyunca higbir
hastalik fenotipi gostermedi. 20 haftalik yasa gelene kadar yabanil tip ve Apc+/-
farelere kiyasla kilo alma egilimindeydiler. Ayrica, bagirsak timor gelisim
semptomlari, kilo kaybi, kiirkiin bozulmasi, postirin kotiilesmesi ve anemi gibi

hastalik semptomlarini gelistirmediler.
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Sekil 4.8. (A) 217 gunlik yastaki Bdnf+/- erkek fareler; 1: 52.27 g, 2: 27.07 g. 217
gunliuk yastaki disi fareler icin fotograf cekimi yapilmadi. (B) 252 giinlik yastaki
Bdnf+/- disi fareler; 1: 50.42 g, 2: 24.48 g. (C) 252 glinluk yastaki Bdnf+/- erkek
fareler; 1: 48,13 g, 2: 33,85 g.



55

4.6. Apc/Bdnf Cift Mutant Farelerin Sagkalim Siirelerindeki Degisim

Arastirma gruplarinda takip siliresi boyunca sagkalim analizi Kaplan-Meier
yontemi ile incelendi ve analiz sonucunda sagkalim egrilerinin anlaml oldugu
goruldi. Apc+/- farelerde 104. giinden itibaren 6lim goérilmeye baslanirken,
Apc/Bdnf ¢ift mutant farelerde 180. glinden itibaren 6lum gorilmeye baslandi.
Yabanil tip ve Bdnf+/- fareler, gruplardaki birer fare disinda, takibin sonuna kadar

(252 gilin) hayatta kaldi (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. 36 haftalik takip boyunca deney gruplarinin sagkalimini gésteren Kaplan-
Meier egrileri. Disi (A), erkek (B) ve tim (C) farelerden olusan deney gruplari igin
sagkalim egrileri. *P <0.05, Kaplan Meier analizi, log-rank testi.
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4.7. Apc+/- Farelerde Azaltilmis Bdnf Ekspresyonunun Bagirsak ve

Kolonik Polip Fenotipine Etkisi

Arastirma gruplarinda polip olusumu beklenen Apc+/- ve Apc/Bdnf cift
mutant disi ve erkek farelerde; terminal déneme girenler ve takip stresini
tamamlayan fareler anestezi altinda servikal dislokasyon yontemi ile kurban edildi.
Farelerin tim gastrointestinal sistemi, diseksiyondan sonra fotograflandi ve
belgelendi (Sekil 4.10.). ince bagirsak ve kolondaki polip sayilari sayilarak
lokalizasyonlari ve dagihmlari kaydedildi. Apc+/- farelerde polip sayisi ince bagirsakta
20-122, kolonda 1-7 polip araligindaydi. Apc+/-Bdnf+/- farelerde ince bagirsakta 20-
90 adet polip gorulurken kolonda 1-13 adet polip goruldi. Apc+/- farelerde polip
sayimi yapildiginda, ince bagirsakta 20-122 adet, kolonda 1-7 adet polip sayildi.
Apc+/- Bdnf+/- farelerde, ince bagirsakta 20-90 adet polip gorilirken, kolonda 1-13
adet polip gorilmustir. Apc+/- ve Apc+/- Bdnf+/- disi ve erkek farelerde ince
bagirsak polip sayisi ortalamalarina bakildiginda; Apc+/- farelerin ince bagirsak polip
sayisi ortalamasi Apc+/- Bdnf+/- farelere kiyasla daha yulksektir, ancak bu fark
istatistik olarak anlamli degildir. Her iki grupta kolon polip sayisi ortalamalarina
bakildiginda; Apc+/- Bdnf+/- farelerin kolon polip sayisi ortalamasi Apc+/- farelere
kiyasla belirgin olarak daha ylksektir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir (Sekil
4.11.). Apc+/- ve Apc+/- Bdnf+/- farelerin ince bagirsak ve kolon polip sayilar

ortalamalari Tablo 4.2.de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Apc+/- ve Apc+/-Bdnf+/- farelerin ince bagirsak ve kolon polip sayisi
ortalamalari.

ince Bagirsak
© s Standart

Cinsi N N
insiyet Genotip Polip Sayisi sapma Standart Hata
Ortalamalan
Disi Fareler Apc +/- 62,38 31,46 11,12
Erkek Fareler Apc +/- 37,3 20,98 6,63
Disi Fareler Apc+/- Bdnf+/- 45,29 24,49 9,26
Erkek Fareler Apc+/- Bdnf+/- 36,83 12,62 5,15
Tum Fareler Apc +/- 48,44 28,98 6,83
Tum Fareler Apc+/- Bdnf+/- 41,38 20,35 5,64
K =
- - _ olon Polip Standart
Cinsiyet Genotip Sayisi Standart Hata
Sapma
Ortalamalan
Disi Fareler Apc +/- 2,5 2,60 0,92
Erkek Fareler Apc +/- 4,1 1,51 0,48
Disi Fareler Apc+/- Bdnf+/- 6,29 3,93 1,249
Erkek Fareler Apc+/- Bdnf+/- 4,83 3,89 1,23
Tum Fareler Apc +/- 3,39 2,21 0,52

Tum Fareler Apc+/- Bdnf+/- 5,62 3,93 0,93
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Sekil 4.10. Kontrol ve deney gruplarinin diseksiyon sonrasi gastrointestinal sistemi
goruntileri. (A) Yabanil tip fare. (B) Bdnf+/- fare. (C) Apc+/- disi fare. (D) Apc+/-
Bdnf+/- disi fare. (E) Apc+/- erkek fare. (F) Apc+/- Bdnf+/- erkek fare. Cerceve
icerisindeki bolge, Apc+/- Bdnf+/- mutant farelerin distal kolonundaki yogun polip
ylikinl gostermektedir.
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Sekil 4.11. Apc+/- ve Apc+/- Bdnf+/- farelerde polip yiikii dagihmlari. Pembe renk:
disi fareler, Mavi renk: erkek fareler. n= 6-10, gruplardaki fare sayilari. Mann
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Whitney-U testine gore Apc+/- ve Apc+/-Bdnf+/- farelerindeki kolon polip sayilari
karsilastirildiginda aradaki fark anlamli bulunmustur, P <0,05.

4.8. intestinal Mukoza ve Tiimorlerin immiinohistokimyasal Olarak

incelenmesi

Bloklardan hazirlanan kesitlerde immiinohistokimyasal incelemeler igin
hematoksilen-eozin (H&E) ve primer antikorlar ile boyamalar yapildi. Bdnf antikoru
ile boyama igin pozitif kontrol olarak beyin 6rnegi kullanildi. Bdnf mutant farelerin
distal kolonundaki Bdnf antikoru ile boyama yogunlugunun, wt farelere kiyasla
azalmis oldugu goruldi. Apc mutant ve Apc/Bdnf ¢ift mutant fare intestinal doku
kesitlerinde ince bagirsak poliplerinde Bdnf ve [B-katenin antikoru boyamalarina
bakildiginda, oriintli ve yogunluk acisindan benzerlik oldugu, boylelikle Bdnf

ifadesinin B-katenin ile iligkili olabilecegi gortulmustir (Sekil 4.12., 4.13.).

B T

Sekil 4.12. Sirasiyla Apc+/- ve Apc+/- Bdnf+/- farelerin ince bagirsak (A ve B) ve kolon
adenom (C ve D) doku kesitlerinin hematoksilen-eozin (H&E) boyamalari. Olgek
¢ubugu: 100 um.
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Yabanil tip fare beyninde Yabanil tip fare beyninde
H&E Boyamasi Bdnf Antikoru Boyamasi

Apc+/- Apc+/- Bdnf/-
- ~ R - x . e i

W

ince Bagirsak Adenomunda B-Katenin Antikoru Boyamalari

Sekil 4.13. Yabanil tip ve Bdnf+/- farelerin beyin ve distal kolonunda; Apc+/- ve
Apc+/- Bdnf+/- farelerin ince bagirsak adenomunda immiinohistokimyasal analizler.

4.9. Apc+/-Bdnf+/- Fareler ve Apc+/- Farelerin intestinal Tiimorleri

Arasindaki Proliferasyon Farki

BrdU antikoru ile isaretlemede; her iki grupta ince bagirsak mukozasinin
proliferatif bolgesi pozitiflik gosterirken, Apc+/-Bdnf+/- farelerin bagirsak

mukozasindaki hicre proliferasyonu yogunlugunun Apc+/- farelere kiyasla azalmis
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oldugu gorildi. Apc mutant farelerde timor bolgesinde ¢ogalan hiicrelerin
yogunlugu, Apc/Bdnf ¢ift mutant farelerin timor bolgesine gore belirgin 6lglide

daha yuksekti (Sekil 4.14.).

Sekil 4.14. Apc mutant (A-B) ve Apc/Bdnf ¢ift mutant (C-D) farelerin ince bagirsak
mukozasi (A, C) ve adenomunun (B, D) BrdU isaretlemesi. Olcek cubuklari: 50 um (A,
C) ve 100 um (B, D).

4.10. Western Blot Analizi ile Apc+/-Bdnf+/- Fareler ve Apc+/- Farelerin

intestinal Tiimérlerindeki Bdnf ve B-Katenin ifadelerinin

incelenmesi

Western blot analizleri sonucunda beyin, kolon mukozasi, ince bagirsak
mukozasi ve ince bagirsak polip dokularindaki protein ifadeleri incelendiginde
beyindeki matir Bdnf ifadesinin; Bdnf+/- farelerde belirgin olarak azaldigi, Apc+/-
Bdnf+/- farelerde ise Apc+/- farelere kiyasla az miktarda azaldigi gorildi. Kolon
mukozasinda matir Bdnf ifadesinin, B-katenin ifadesi ile karsilastirildiginda tim

deney gruplarinda belirgin olarak ifade oldugu tespit edildi. Apc+/- farelerin kolon
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mukozasindaki beta katenin ifadesinin; Apc+/-Bdnf+/-, Bdnf+/- ve yabanil tip farelere
kiyasla azaldig goériildi. intestinal mukozadaki immatiir Bdnf ifadesinin Apc+/-
Bdnf+/- farelerde arttigi tespit edildi (Sekil 4.15a). Apc+/- farelere kiyasla, Apc+/-
Bdnf+/- farelerin intestinal poliplerindeki beta katenin ifadesinin, diger gruplarla
karsilagtinlldiginda immatir ve matlr Bdnf ifadeleri ile birlikte beklenildigi gibi
paralel olarak azaldigi belirlendi. Apc+/-Bdnf+/- farelerin intestinal mukozasindaki

immatur Bdnf ifadesinin Apc+/- farelere kiyasla arttigi gorildi (Sekil 4.15b).

A Beyin Kolon Mukozasi Normalize Matiir Bdnf Protein Diizeyleri
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Sekil 4.15. Western blot analizinde; (A) yabanil tip (wt), Apc+/- mutant, A/B cift
mutant (Apc+/- Bdnf +/-) ve Bdnf+/- mutant farelerin beyin ve kolon mukozasinda
BDNF ve [B-katenin protein diizeyleri. (B) Apc mutant ve A/B ¢ift mutant farelerde
ince bagirsak mukozasi ve polibinde Bdnf ve B-katenin protein dlzeyleri.
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4.11. Kantitatif Gercek Zamanli PZR Analizi ile intestinal Mukoza ve Tiimér
Dokusunda Bdnf, Trk B, Beta Katenin ve Lgr5 Gen Ekspresyonlarinin

Incelenmesi
Kantitatif gercek zamanli PZR analizleri sonucunda, ince bagirsak mukozasi ve
ince bagirsak polip dokularindaki Bdnf, Trk B, beta katenin ve Lgr5 gen ifadeleri
incelendi. Bdnf+/-, Apc +/- ve Apc+/-Bdnf+/- farelerde Bdnf ifadesinin azaltiimasinin
timor dokularinda ve diger gen ifadelerinde etkilerini inceleyebilmek amaciyla,
Bdnf+/-, Apc +/- ve Apc+/-Bdnf+/- farelerin intestinal mukoza ve tUmor érneklerinde
kantitatif gercek zamanli PZR analizi yapildi. Bu amagla izole edilen RNA
orneklerinden Bdnf, Trk B, beta katenin ve Lgr5’e 6zgli primerler kullanilarak
amplifiye edilen cDNA’lar kantitatif olarak degerlendirildi. Kontrol gruplari olarak,
herhangi bir mutasyona sahip olmayan, saglkl fenotipe sahip yabanil tip fareler

arastirma gruplarina dahil edildi.

Tum gen ifadeleri, yabanil tip fare ince bagirsak mukozasinin Bdnf, Trk B, beta
katenin ve Lgr5 gen ifadelerinin 222¢t degeri ile kiyaslanarak degerlendirildi.
Sonuglara gore; Apc+/- farenin intestinal mukozasinda Bdnf gen ifadesinin yabanil
tip farelere kiyasla yaklasik 6 kat arttigi, fakat Apc+/-Bdnf+/- farenin intestinal
mukozasinda gen ifadesinde degisim olmadigi gorildu. Apc+/-Bdnf+/- farenin
intestinal timorindeki Bdnf gen ifadesinde ise Apc +/- farelere kiyasla yaklasik 2,5
kat azalma oldugu gorildi. Bdnf+/- farelerin intestinal mukozasindaki Bdnf gen
ifadesinde diger tiim gruplara gore azalma oldugu gozlemlendi. Trk B gen ifadesinin;
Apc+/- farenin intestinal mukozasindaki ifadesinin diger tiim gruplara gore yaklasik 3
kat azaldigi, Apc+/-Bdnf+/- farenin intestinal timoriinde ise diger tiim gruplara gore
yaklasik 1,5 kat arttigi gorildi. Apc+/- farenin intestinal mukozasinda beta katenin
gen ifadesinin yabanil tip farelere kiyasla yaklasik 6 kat arttigi, Apc+/-Bdnf+/- farenin
intestinal mukozasinda ise 2 kat arttigi gorildi. Apc+/-Bdnf+/- farenin intestinal
timorindeki beta katenin gen ifadesinde ise Apc +/- farelere kiyasla yaklasik 2 kat
azalma oldugu tespit edildi. Bdnf+/- farelerin intestinal mukozasindaki ifadesinde de
2 kat artis oldugu belirlendi. Lgr5 gen ifadesinin tim gruplarin intestinal

mukozasinda yaklasik ayni oranda ifade edildigi goruldiu. Apc+/- Bdnf+/- farenin
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intestinal timoérindeki Lgr5 gen ifadesinde ise Apc +/- farelere kiyasla yaklasik 1,5-2

kat azalma oldugu tespit edildi.

Arastirma gruplarinin intestinal mukoza ve intestinal timor dokusundaki
Bdnf, Trk B, beta katenin ve Lgr5 gen ifadeleri istatistiksel olarak incelendiginde,
Kruskal-Wallis testi sonucuna gore, yabanil tip, Bdnf+/-, Apc+/- ve Apc+/- Bdnf+/-
farelerin intestinal mukozasi ve Apc+/-, Apc+/- Bdnf+/- farelerin intestinal
timorindeki Bdnf ifadesinde gruplar arasinda anlamli olarak fark oldugu
belirlenmistir (p<0,01; p=0,009). Ayni test ile beta katenin ve Lgr5 gen ifadeleri
incelendiginde ise, bu gen ifadelerinde de gruplar arasinda anlamh olarak fark
oldugu tespit edilmistir (p<0,05; Beta katenin ifadeleri icin: p=0,013, Lgr5 ifadeleri
icin: p=0,03). Gruplarda Trk B gen ifadesi incelendiginde, tim gruplar arasinda bu

gen ifadesinde anlamli fark olmadigi belirlenmistir (p=0,092).

Yukaridaki analizlere ek olarak, Mann-Whitney U testi ile gruplar ikili olarak
degerlendirildiginde; Bdnf+/- farenin intestinal mukozasi ile Apc+/- farenin intestinal
timor dokusundaki Bdnf ifadeleri arasinda, Apc+/- farenin intestinal mukozasi ile
Apc+/- farenin intestinal timor dokusundaki Trk B ifadeleri arasinda ve yabanil tip
farenin intestinal mukozasi ile Apc+/- farenin intestinal mukozasindaki beta katenin

ifadeleri arasinda anlamli fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.16. Kantitatif gercek zamanli PZR analiz sonuclari. Her gruptan bir fare
dokusu ile calisildi ve deneyler (i¢ kez tekrar edildi. Mann Whitney-U, p<0,05.
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Sekil 4.17. Kantitatif PZR Urinlerinin agaroz jeldeki (%1) gorintileri.
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Sekil 4.18. Amplifikasyon egrileri.
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2"-AACt Ortalamasi

Sekil 4.19. Kantitatif gercek zamanli PZR analizinde tiim genlerin ayni dokuda (ince
bagirsak mukozasi ve tliimori) birlikte gosterimi. Her gruptan bir fare dokusu ile
calisildi ve deneyler ¢ kez tekrar edildi.
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4.12. Ekstragastrointestinal Sistem incelemesi ve Diger Bulgular

Gastrointestinal sistem diseksiyonu ve makroskopik ve histolojik incelemeleri
ile beraber, ayni incelemeler diger organlar icin de degerlendirildi. Bu kapsamda
yapilan makroskopik ve histolojik incelemelerde; Bdnf mutant aleli tasiyan
gruplardaki bazi farelerin serebral hemisferlerinde asimetri ve morfolojik farkhliklar
kaydedildi (Sekil 4.17.). Bu tespit sonrasi makroskopik inceleme vyapilan tim
gruplarda, beyin anomalisi olan fare sayisi; Bdnf mutant grubunda (n=23) 2 adet,
Apc/Bdnf ¢ift mutant grubunda (n=15) 2 adet olarak bulundu. Bunun uzerine,
fiksasyon sonrasi solid beyin agirliklari 6lctlda. Disi farelerde; wt, Bdnf+/- ve Apc+/-
fare gruplarinda benzer agirlik tespit edilirken, Apc+/- Bdnf+/- farelerdeki beyin
agirhginin belirgin olarak azaldigi tespit edildi. Erkek farelerde ise; Bdnf+/- ve Apc+/-
fare gruplarinin beyin agirhiginda, wt farelere kiyasla, belirgin azalma oldugu
gorulurken, Apc+/- Bdnf+/- farelerdeki beyin agirliginin bu Ug¢ gruptaki beyin
agirhklarindan belirgin olarak daha az oldugu goéruldi (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.20. Arastirma gruplarindaki disi (A) ve erkek (B) farelerin fiksasyon sonrasi
solid beyin tartimlari.
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Sekil 4.21. Arastirma gruplarinda beyin diseksiyonu 6rnekleri. Cergeve igindeki
bolge, serebral hemisferler arasinda gozlenen asimetriyi gosterir.
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Sekil 4.22. (A) Solid beyin tartimi yapilan disi ve erkek farelerin beyin agirliklarinin
vicut agirliklarina oranlarinin ortalamalari (g). (B) Ayni farelerin yas ortalamalari
(guin). Arastirma gruplarinda solid beyin tartimi yapilan tim fareler (n); Apc+/-
Bdnf+/-: 7, Apc+/-:6, Bdnf+/-: 11, WT: 20. Taze doku toplama sebebiyle doku
bUtinlUgl bozulan beyin 6rneklerinin agirliklari dahil edilmedi.
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Akciger, kalp ve bobreklerin hem morfolojik hem de histolojik
degerlendirmelerinde anlaml bir patolojik bulgu goézlenmedi, ancak bazi Bdnf
mutant farelerin (n=4) ve Apc/Bdnf ¢ift mutant farelerin (n=17) karacigerlerinin

santral ven ¢evresinde makrovesikiler yag degisimi kaydedildi (Sekil 4.18.).

Sekil 4.23. Sirasiyla Apc mutant (a-d) ve Apc/Bdnf ¢ift mutant (e-h) farelerinden
alinan akciger, kalp, bébrek ve karaciger doku kesitlerinin H&E boyamasi. Olgek
¢ubugu: 100 pm.

Dalak dokusu incelendiginde; ozellikle Apc mutant aleli tasiyan farelerde
lenfoid hiperplazi varhgr dikkat cekti. Yabanil tip ve Bdnf mutant farelerin
dalaklarinda beyaz ve kirmizi pulpa ayrimi kolaylikla yapilabilirken, Apc mutant ve
Apc/Bdnf ¢ift mutant farelerin dalaklarinda bu ayrim yapilamamistir. Ayrica bu
farelerde megakaryosit sayisinin arttigr gézlemlenmistir (Sekil 4.19.). Bu nedenle
megakaryositler mikroskobik olarak sayilmis ve megakaryositlerin gruplara goére
dagihmi Sekil 4.20.'de verilmistir. Buradan da gorilebilecegi gibi Apc mutant
farelerin dalaklarinda megakaryosit artisi gézlenmis ve bu artis Apc/Bdnf ¢ift mutant

farelerde daha da fazla olmus ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.24. Sirasiyla wt, Bdnf, Apc ve Apc/Bdnf mutant farelerin dalak dokusu kesitlerinin
H&E boyamalari (a-d). Olgek cubugu: 100 um.
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Sekil 4.25. Gruplarda dalaktaki her iki ylksek gicli alan basina megakaryosit sayisi
dagilimlari. Mann Whitney-U testine gore Apc+/- ve Apc+/-Bdnf+/- farelerdeki
megakaryosit sayilari karsilastirildiginda aradaki fark anlamli bulunmustur, P<0,01.
Pembe renk: disi fareler, Mavi renk: erkek fareler.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda; Apc mutasyonu ile indiklenen fare intestinal timor
modelinde Bdnf ifadesinin azaltilmasinin etkileri arastirildi. Calisma sonucunda
fenotipik incelemelerde; Apc mutant farelerde Bdnf ifadesindeki azalmanin ince
bagirsaktaki polip sayisini hafifce azalttigl, kolonda polip olusumunu belirgin olarak
arttirdigl ve sagkalimi degistirdigi gorildi. Molekiler diizeyde inceledigimizde;
Apc+/- Bdnf+/- farelerin intestinal poliplerinde; Bdnf, Trk B, beta katenin ve Lgr5 gen
ifadeleri ile matiir ve immatir Bdnf ve beta katenin protein dizeylerinin Apc+/-

farelere gore azaldigi tespit edildi.

Onceki calismalarda, nérotransmitter sinyal yolaklarinin hem KRK hem de
mide kanserinde roli oldugu gosterilmistir (144,145). BDNF sinyali ile Wnt/B-katenin
yolaginin etkilesime girdigine dair kanitlar gdsteren galismalar mevcuttur (146,147).
Bu bilgiler 1s18inda BDNF ve Wnt/B-katenin yolaginin etkilesimi, karsinogenez
surecinde normal fizyolojik stireglerden ayri olarak detayl sekilde galisilmasi gereken

bir konu olarak dustnilmelidir.

Norotrofin reseptorlerinden Trk B sinyali, epitel hiicrelerini timdrijenezde
anoikise direngli hale getiren spesifik ve glcli bir sagkalim sinyali Uretir, boylece
epitel hiicreleri glcli timorijenik, invaziv ve metastatik kapasiteler kazanir. Trk B
sinyali, E-cadherinin asag regiilasyonu ve vimentinin yukari regilasyonu gibi EMT
benzeri degisimler yoluyla kanser hiicresi invazyonu ve metastazini arttirir (148,149).
Mide kanseri hiicreleri BDNF tarafindan aktive edildiginde; Trk B'nin sirasiyla protein
kinaz B (Akt) ve ERK gibi asagl akis sinyal molekillerini aktive ederek hiicre
proliferasyonunu arttirdigi ve apoptozu inhibe ettigi bildirilmistir (128,150).
Okugawa ve ark. (2013)'nin calhsmasi da bu bulgulari destekler nitelikte; hiicre
hatlarinda artan proliferatif aktiviteyi ve anoikis direncini gostermektedir. BDNF ile
aktive olan tlimor hicrelerinde PI3K/AKT ve ERK yolaklari kemoterapétik ilaglara
duyarsiz hiicre olusumuna yol acabilmektedir (122,126). BDNF/Trk B yolaginin timor

hiicrelerinin proliferasyonunu, sagkalimini, metastazini ve kemoterapiye karsi
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direncini arttirdigi gosterilmistir ve bu noéronal dokular disinda diger kanser

turlerinde de gorilebildigi tespit edilmistir (107).

Yapilan calismalarda, kanser hiicre hatlarinda BDNF ve Trk B mRNA
ekspresyon diizeylerinin, normal doku hiicrelerine gére daha yiiksek oranda oldugu
gorilmastir (151). Farias ve ark. (2010)'nin calismasina gore; kolorektal
adenokarsinom timoér oOrneklerinde ELISA testi ile BDNF protein miktarina
bakildiginda énemli derecede daha yiiksek seviyede BDNF proteini varlig saptanmig
iken ayni hastadan alinan neoplastik olmayan komsu dokularda BDNF protein diizeyi
daha disik bulunmustur. BDNF ve Trk B immiinohistokimya analizlerinde, en ¢ok
kolorektal timorlerde ifade edilmistir ve neoplastik olmayan kolorektal dokularina
kiyasla kolorektal kanserlerde BDNF dizeyleri artmistir (152). Calismamizda da
Apc+/- fare intestinal polip dokusunda intestinal mukozaya gore yliksek oranda Bdnf
ve Trk B ifadesi oldugu tespit edilmistir. Bu oranin, Bdnf ifadesi azalmis Apc+/-
farenin polip dokusunda azaldigi belirlenmistir. Okugawa ve ark. (2013)'nin
¢alismasinda, mide kanserli hastalardan elde edilen klinik 6rneklerde
immunohistokimyasal analiz yapildiginda; komsu normal dokulara kiyasla timorli
dokularda BDNF ifadesinin daha fazla oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda timor
dokusunda invaziv alandaki BDNF ifadesinin merkez alana goére daha fazla oldugu
ortaya cikmistir. BDNF’in invaziv alanda asiri ifadesi, mide kanseri hastalarinda
damar tutulumu, lenf nodu metastazi, peritoneal yayilim ve kot prognoz ile dnemli
bir korelasyona sahiptir. BDNF ifadesinin, merkezi alana gore invaziv alandaki ifade
artisi kota prognoz ile iliskilidir. Ayni zamanda tlimor invaziv alanda BDNF ve Trk
B’nin birlikte yliksek ifade olusu, ayni hastalarda lenf nodu metastazi ve koti

prognoz ile 6nemli dlclide korele olmaktadir (148).

Yang ve ark. (2013)'nin calismasinda, kotli prognozlu timorlerde oldukca
yiiksek seviyede BDNF ifadesi oldugu gosterilmistir. insan kolon kanserindeki BDNF
mMRNA diizeylerinin yikseldigi bildirilmistir. Caco2 ve HRT18 hiicre hatlarinda BDNF
gen ifadesi azaltildiginda, kontrol grubuna kiyasla hiicresel proliferasyonun inhibe

oldugu gorilmustir. Boylelikle, BDNFin insan kolon kanseri hicrelerinin
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proliferasyonunu  kolaylastirdigi  gosterilmistir  (145). Calismamizda, Apc+/-
mutasyonu olan farelere gore Bdnf ifadesi azaltilmis Apc+/- farelerin poliplerinde
proliferatif hiicre yogunlugunun blylik oranda azaldigi tespit edilmistir. Boylelikle,
BDNF’in  intestinal  timor  hicrelerinin  sagkallm  ve  proliferasyonunu

destekleyebilecegi sonucu ortaya gikmistir.

Tanaka ve ark. (2010)'nin galismasinda, 8 haftalik erkek immiin yetmezli
BALB/c farelere DLD1 hiicrelerinin intraperitonel enjekte edilmesi ile olusturulan
peritonel metastaz modelinde kantitatif analizlere bakildiginda, Trk B reseptor
blokaji gerceklestiginde (Trk B inhibitéri K252a uygulandiginda) anoikis direncinin,
metastazin ve kanser hiicrelerinin periton bosluguna kolonizasyonunun
engellenebilecegi 6ne surtlmustir. Son calismalarda, BDNF/Trk B sinyalizasyonu
aracili hiicre gocine beta 5 integrinin dahil oldugu, matriks metalloproteinaz-2 ve 9
yoluyla BDNF/Trk B sinyalinin invazyonu indikledigi ve BDNF/Trk B sinyalinin EMT ve
anoikis direncine aracilik ettigi gosterilmistir. (126). BDNF/Trk B yolagi, ankraj bagimli
kanser hicrelerinin programli 6limine karsi direncliligi arttirmaktadir. Ayrica,
BDNF/Trk B up-regilasyonunun metastatik timor hicrelerinde bulunmasindan
sonra bu yolagin bircok kanser tipinde anoikise direnci dlizenledigi bildirilmistir.
Buna karsin, metastatik olmayan timor hiicrelerinde ve metastaz sonrasi sagkalimda
basarisiz olan tumoér hicrelerinde  BDNF/Trk B yolagi aktivasyonunun
gerceklesmedigi gorilmistiir (153). Trk B reseptor aktivasyonu, STAT3 tirozin 705
fosforilasyonunu indiiklemektedir ve sonrasinda PI3K/Akt sinyal yolagini aktive
etmektedir. Boylece bu yolak mTORC1’i aktive edecektir. Sonug olarak, efektorlerinin
direkt fosforilasyonu ile protein sentezi ve hiicre sagkalimi artmaktadir. Ayrica,
PI3K/Akt yolagi, Trk B ifadesinin transkripsiyonel bir aktivatéri olan HIFla’nin
artmasi icin induklenebilmektedir. Bu pozitif feedback donglisi, BDNF/Trk B’nin
timor Gzerindeki etkisi artirmakta ve genisletmektedir (154-156). PI3K'nin
inhibisyonu, BDNF'nin kanser hiicrelerini etopozidden (kemoterapotik ilag) koruma
yetenegini ortadan kaldirdigi icin kemoterapotik etkinligin genel bir kisitlayicisi olan
BDNF/Trk B, PI3K/Akt yolagina aracilik ederek bu roliinii géstermektedir (157).

PI3K/Akt yolagi, mitokondriyal aracili veya intrinsik apoptozu kolaylastiran pro-
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apoptotik bir protein olan Bim'in downreglilasyonu ile ekstrinsik apoptoza karsi
direnci arttirir. Ek olarak, PI3K/Akt yolag, Fas aracili kaspaz-8'e bagl apoptozu inhibe
etmeye calisan Fas apoptotik inhibitor molekil 2'nin (FAIM2) upregilasyonunda yer
alir (106,122,158). iki olasi yolak ayrica, BDNF'in PI3K/Akt aktivasyonu araciligiyla
anoikislere karsi direnci nasil arttirdigini agiklamaktadir. EGFR'nin transaktivasyonu
PLCy ekspresyonunu uyarir, bu da hiicre i¢i bolimlerden kalsiyum iyonlarinin
salinmasina ve diagilgliserol olusumuna neden olmaktadir. Diagilgliserol,
karsinogenez ve malign fenotipin korunmasiyla iliskili protein kinaz C'yi (PKC) aktive
edebilmektedir. Ayrica EGFR, siklin bagimli kinazlari (CDK) ve siklinleri diizenleyerek
kanser hicrelerinin G1 fazi ve S fazina ilerlemesine neden olabilir (159,160). EGFR
ayrica Raf, MAPK, sitosolik kinazlar ve nlkleer transkripsiyon faktorleri de dahil
olmak Uzere cok sayida protein faktorlii iceren Ras aktivasyonuna neden olabilir
(161,162). Ras'in aktivasyonu, hiicre dongusiiniin ilerlemesini hizlandiracak ve
kanserli hastalarin kotl prognozuna katkida bulunacaktir (163). Ayrica, EGFR'nin
transaktivasyonunun, meme kanseri, bas ve boyun kanseri ve prostat kanserinde
gosterildigi gibi kanseri PI3K/Akt yolu ile diizenlemesi mumkindir (164-166).
BDNF/Trk B yolaginin, bircok kanser tirlinde genel olarak upregile edilen bir
blylime faktéri olan EGFR’yi transaktive ettigi gosterilmistir. Bu transaktivasyon;
embriyonik kortikal noronlarin, akciger kanser hicrelerinin ve over kanser
hicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu icin O6nemlidir (167-169). BDNF’in
verilmesi, kolon kanserindeki EGFR inhibisyonunun onkolitik rolini 6nlemektedir.
Ayrica, BDNF ve EGFR’nin birbirini dengeledigi goérilmektedir, dyle ki kolon kanser
hicrelerinin proliferasyonunu baskilamak igin iki yolagin ¢ift yonli inhibisyonu etkili
sekilde calismaktadir (170). Ayrica, BDNF/Trk B yolunun, endojen EGF ligandi olmasa
bile EGFR'yi aktiflestirdigi gdsterilmistir. in vitro bir calismada; BDNF uygulanmasinin,
EGF'nin kiltlir ortaminda mevcut olup olmadigina bakilmaksizin, beklenen Trk B
fosforilasyonuna ve ayrica EGFR fosforilasyonuna yol actigi gosterilmistir (168).
Merkezi sinir sisteminde, BDNF/Trk B'nin Ras-Raf-MEK-ERK sinyalizasyonunu aktive
ettigi ve noronal farklilasmayi diizenledigi belgelenmistir (171). BDNF/Trk B yolunun

ayrica protein kinaz C'nin PLCy aracili ekspresyonunu tesvik ederek sinaptik
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plastisiteyi dizenledigi gosterilmistir (172). Son c¢alismalar Ras ve PLC aracili
onkojenik roliin BDNF/Trk B tarafindan tetiklenebilecegini gdstermistir. Ornegin,
BDNF/Trk B, PLCy stimilasyonu ile NF-kB ekspresyonunu aktive eder ve bu nedenle
anoikisleri baskilayarak yumurtalik kanseri hiicre sagkalimini arttirir (173). BDNF/Trk
B'nin, Ras-Raf-MEK-ERK yolunu aktive ederek epitel-mezenkimal gecisin yani sira
rahim agzi kanserinin invazyonunu ve metastazini destekledigi de gosterilmistir

(174).

Son c¢alismalarda, KKH popllasyonu igin tanimlayici isaret olan Lgr5'i
kullanarak, kanser kok hicrelerinin KRK gelisimini yénlendirmedeki kritik rollini
vurgulamistir.  Ornegin, bdbrek kapsiilii altina nakledilen hastadan tiretilen
organoidlerde LGR5+ hiicrelerinin ablasyonu, énemli 6l¢lide timor gerilemesi ile
sonuclanmistir (69). Bununla birlikte, ablasyon durdurulduktan sonra, farklilasmis
hicrelerin LGR5'i yeniden ifade ettigi ve timor ilerlemesini sirdirdigu
gosterilmistir. Benzer bir calisma, Lgr5+ popilasyonu hiicrelerin segici olarak
oldirilmesinin, Lgr5+ hicrelerinin Lgr5- populasyonundan hizla yeniden ortaya
¢ikmasi nedeniyle, timor blyliimesine miidahale etmedigini gostermistir (70). Bu
sonuclar, KRK hiicrelerinin normal epitel hiicrelerinde orijinal olarak gozlemlenen
duruma benzer bir plastik potansiyeli korudugunu ve bu plastisiteyi kanser
bliyimesini desteklemek icin kullandigini ortaya koymaktadir. Bunlara karsin, bu
plastisitenin, ayni modelle ¢alisilan karaciger metastazlarinda gézlenmedigi goralda.
Bu durumda, yerel mikrogevrenin KKH dinamiklerini diizenlemede gligli bir role

sahip oldugu gorilmektedir (70).

BDNF'in timor gelisimindeki etkileri haricinde, tokluk ve vicut agirligi
dizenlemesindeki roli kapsamli bir sekilde incelenmistir WAGR sendromu
baglaminda hem fare modellerinde hem de insanlarda bir BDNF alelinin kaybi,
hiperfaji ve obezite ile iliskilidir. Diger beyin bolgelerindeki serotonerjik
dizensizlikler de katkida bulunsa da bu fenotipin altinda toklugu kontrol eden
hipotalamik sinir devrelerindeki diizensizlikler yatmaktadir (175). Bu fenotipi Bdnf

mutant ve Apc/Bdnf ¢ift mutant farelerimizde de gézlemledik. Bununla birlikte, ilging



76

bir sekilde, Bdnf mutant farelerinin sadece yarisi, yabanil tipe kiyasla 6nemli 6l¢lide
fazla kilolu hale gelirken, diger yarisi kilo almamistir. Benzer bir fenotip, Kernie ve
arkadaslari tarafindan gozlemlenmistir (2000) ancak bu olgunun nedeni hig
arastirllmamistir (143). Bu tutarsizligin, alellerden birini bozmak igin Bdnf genine
yerlestirilen Neo kasetinden kaynaklanabilecegini duslinliyoruz (134). Aslinda,
tutulan Neo kasetlerin, yerlestirme bdlgesinin hem yakininda hem de 6tesinde
genlerin ekspresyonunu bozabilecegi ve beklenmedik fenotiplere neden olabilecegi
bilinmektedir (176). Bu nedenle, CRISPR/Cas9 veya doku/hiicreye 6zgii mutasyonlar
gibi daha belirli yok etme teknikleriyle yeni bir transgenik fare modeli olusturmak
cok onemlidir. Bdnf ekspresyonunun azalmasina karsilik beyinde artan Bdnf
ekspresyonu kilo kaybina neden olur (143). Agullo-Ortufio ve ark. (2019), kaseksisi
olan kanser hastalarinda, kaseksisi olmayanlara kiyasla énemli 6lglide artmig BDNF
seviyeleri gozlemlemistir (177). Bunu destekler sekilde, Apc/Bdnf ¢ift mutant
farelerin, ozellikle erkeklerin, dGmirleri boyunca Apc mutant farelerden daha agir
oldugunu goézlemlenmistir. Bununla birlikte, bu farelerin daha fazla metabolik
karakterizasyonu, bu etkinin yalnizca Bdnf heterozigotlugunun neden oldugu
hiperfajiden mi yoksa sistemik kasektik dlzensizligin hafifletiimesinden mi

kaynaklandigini ayirt etmek icin gereklidir.

BDNF, merkezi sinir sistemindeki serotonerjik (5-HT) néronlar Gzerinde trofik
etkilere sahiptir. Bdnf mutant farelerde yetiskin erkegin gelisimi, 5-HT disfonksiyonu
ile iliskilidir. Bdnf mutant farelerde 6n beyin 5-HT seviyeleri ve lif yogunlugu dogum
sonras! ilk donemde normaldir, ancak erken yasa bagh dulsusler vardir. Fizyolojik,
cevresel ve psikolojik kosullarin neden oldugu BDNF ifadesindeki degisiklikler,
merkezi 5-HT sistemlerinin islev bozukluguna yol acabilir ve 6zellikle saldirganlik ve
dirtisellik alaninda davranis degisikliklerine neden olabilir. ProBDNF ve BDNF'nin
genetik olarak tanimlanmis savunma saldirganliginda bir roli oldugu one
surlilmustir. Genetik olarak yakindan iliskili ancak sosyal olarak farkl iki farenin
muteakip ciftlesmesinden kaynaklanan stres durumunda cesitli beyin bolgelerinde
degistirilmis norotrofin  konsantrasyonlari bulunmustur. Ayrica kortikal ve

hipokampal BDNF ve NGF iceriginin izolasyon nedeniyle agresif davranis ve
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aktivitede rol oynadigl gosterilmistir (178-180). Ayrica ¢alismamizdaki beyin
diseksiyonu bulgulari, bazi Bdnf mutant farelerde beyin malformasyonu oldugunu
gosterdi. Agresif fenotip ve beyin anomalileri radyolojik goriintiileme, fonksiyonel ve

davranigsal ¢calismalarda daha fazla degerlendirilmelidir.

Apc+/- ve Apc/Bdnf ¢ift mutant farelerde beyaz-kirmizi pulpa ayriminda
silinme, dalakta lenfoid ve megakaryositik hiperplazi ve splenomegali gdzlemledik.
Bu bulgular artmis ekstramediiller hematopoezi disindiirmektedir. Benzer bir
fenotip, yaygin olarak kullanilan bir transgenik KRK fare modeli olan ve siddetli
anemi gelistiren ve vyaklasik 15-20 haftalikken o6len ApcMin/+ farelerinde de
gozlemlenmistir (39,181). Bu transgenik farelerde gozlemlenen artmis splenik
hematopoez ve megakaryopoez, bagirsak poliplerinden kaynaklanan kronik kan
kaybindan kaynaklanan anemiye karsi basitce telafi edici bir mekanizma olabilir.
Ancak bu fareler, anemik hale gelmeden 6nce bu fenotipi yaklasik 15 haftalikken
gelistirirler (181). Ayrica anemileri, kronik kan kaybi anemisinde gozlenen mikrositik
ve hipoproliferatif durumdan ziyade, artmis retikilositler, dolayisiyla makrositik ve
hiperproliferatif durum ile iliskilidir (39). Bu nedenle, diger surecler, Apcmin/+
farelerinin anemisine ve ekstramediller hematopoezine katkida bulunmalidir.
Aslinda, yash Apcmin/+ fareleri, splenomegali, makrositik anemi, olgunlasmamis
eritropoez,  notrofili  ve  monositoz ile  karakterize = miyelodisplastik
sendrom/miyeloproliferatif hastalik (MDS/MPD) gelistirir (182). Mx1-Cre sistemi ile
hematopoietik hiicrelerde Apc alellerinden birinin indiiklenebilir ve kosullu nakavt
edilmesi, nispeten az bagirsak polip olusumuna ragmen, bu farelerde indliksiyondan
2-3 ay sonra ciddi makrositer aneminin gelismesine neden oldu. Ekstramedidiller ve
etkisiz hematopoez bulgulari da gézlenmistir (183). Buna karsilik, cok sayida polip
gelistiren Apc'nin bagirsaga 6zgl yikimlandigi fareler sadece hafif derecede
anemiktir (142,184). Genel olarak bu gozlemler, Apc heterozigot farelerde gozlenen
ekstramediller hematopoez ve aneminin, cogunlukla baslangictaki miyelodisplazi
gelisimine bagh olarak ileri yaslarda gelistigini ve ardindan bagirsak poliplerinden

kronik kan kaybinin geldigini géstermektedir Apc min/+'a benzer yeni Apc mutant
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farelerimizin de gbzlemlenen dalak fenotipini agiklayan miyelodisplazi gelistirdigini

dislintyoruz.

Yeni bir bulgu olarak; Apc+/- farelere kiyasla Apc/Bdnf ¢ift mutant farelerde
2-yliksek glic alani basina megakaryosit sayilarinda 6nemli bir artis gézlemledik.
Bununla birlikte, Bdnf+/- fareleri, vahsi tiple karsilastinldiginda, yuksek buyitme
alani basina énemli &lciide farkli splenik megakaryositlere sahip degildi. insan
megakaryositleri BDNF'yi ve kesik Trk B'yi eksprese eder ancak p75NTR'yi ifade
etmez (185,186). Ancak fare megakaryositleri BDNF lretmezler ve Trk B mi yoksa
p75NTR mi eksprese ettikleri bilinmemektedir (185). BDNF'nin daha Once
Trombopoietin (TPO) uyarimi altinda insan megakaryosit hiicre dizisi MEG-01'in
otokrin/parakrin tarzda proliferasyonunu indikledigi gosterilmistir (187). Bununla
birlikte, BDNF ekspresyonunun olmamasi nedeniyle insan benzerlerinden 6nemli
Olglide farkh olan fare megakaryositlerinde BDNF sinyalinin rolii bilinmemektedir.
Deneylerimizde BDNF'in yikilmasi, splenik megakaryosit sayilarini yabanil tipe kiyasla
degistirmedi, ancak BDNF'nin tek alelinin, B ve T lenfositleri gibi diger hematopoietik
hlcre soylarinin gelisimi igin yeterli oldugu bilinmektedir (188,189). Bu nedenle,
BDNF'nin fare megakaryosit gelisimi Uzerindeki rolini arastirmak i¢cin Bdnf nakavt
fareler incelenmelidir. ilging bir sekilde, bir Bdnf alelinin kaybinin, artan Wnt/B-
katenin sinyal durumu altinda megakaryositler (zerinde artan bir proliferatif
kapasite sagladigini gézlemledik. Bu bulgu, BDNF'nin artan Wnt/B-katenin sinyali
altinda hiperproliferatif olan megakaryositler Gzerinde baskilayici bir roli oldugunu
distndlirmektedir. Artan Wnt/B-katenin sinyali altinda proBDNF/p75NTR sinyalinin
arttigini ve bunun da oncekinin hiperproliferatif etkilerini antagonize ettigini
varsaylyoruz. insan CD34+ hematopoietik progenitér/kdk hiicreleri (HPSC), dnemli
miktarlarda hem p75NTR hem de BDNF ifade eder ve olgunlasma ile ilkinin ifadesini
kaybeder (186,190). Bununla birlikte, artan Wnt/B-katenin sinyali, HPSC'de p75NTR
ekspresyonunu ve bu hicrelerde ve/veya kemik iligi ve dalak nislerindeki diger
hiicrelerde proBDNF ekspresyonunu uyarabilir. Serum BDNF seviyeleri yiksek olan
kronik lenfositik ve akut losemi hastalarinda daha iyi sonuclar bildirilmesi de

hipotezimizle aciklanabilir (48, 49). Bu hipotezi test etmek icin HPSC'de Wnt/B-
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katenin ve BDNF sinyalini yoneten mekanizmalarin derinlemesine ¢alisiimasi

gereklidir.

Kanser, mikro ortamindan etkilenir, ancak daha genis cevresel etkiler de
ilerleyisinde rol oynar (191). Cevresel faktorleri ve yasam tarzi; kanserin
baslamasinda, ilerlemesinde ve ilerlemesinde oldukca etkilidir. Kanser,
makrogevresinden, 0Ozellikle bireyin fiziksel ve sosyal cevresi ile etkilesiminden
etkilenir, ancak bunlarin altinda yatan mekanizmalar zayif bir sekilde tanimlanmistir
(192). Bu mekanizmalari daha iyi aydinlatabilmek adinda, in vitro ve in vivo
arastirmalar ile beraber gen tedavileri de molekiiler incelemeleri derinlestirebilir.
Onceden bahsedildigi gibi bazi calismalar, BDNF'in kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasini ve direncini artirabilecegini 6ne sirmektedir. Bu nedenle, BDNF’in kanser
gen tedavisi icin potansiyel bir hedef veya ara¢ olup olmadigini belirlemek,

arastiriimak Gzere bekleyen bir sorudur.

BDNF ile iliskili yapilan gen tedavisi arastirmalari; alzheimer hastaligi, sarmal
ganglion noéronlari ve retinal ganglion hiicre néroproteksiyonu, akut omurilik
yaralanmasi ve meme kanseri gibi hastaliklar {izerinde incelenmistir. Bu
arastirmalarda genelikle, viral vektér (adenoviriis (AV), adeno iliskili viriis (AiV))
kullanilarak ilgili hiicrelere (Orn. Fibroblast) BDNF gen kasetinin aktarilmasi, viral
vektorle ya da viral olmayan yontem katyonik nano kabarcik kullanimi ile BDNF gen
ifadesinin arttirilmasi gibi uygulamalar secilmistir. Elde edilen sonuglar umut

vadedici olmakla birlikte bazi sonuclar tatmin edici olmamistir (193-198).

BDNF, hipotalamusta yag dokusunun tercihli sempatonoéral aktivasyonuna ve
ardindan obezite ve kansere karsi dirence yol agan dnemli bir aracidir. BDNF ile iligkili
meme kanseri Uzerine yapilan bir calismada, BDNF'nin rekombinant adeno-iliskili
viral vektor aracili asiri ekspresyonu, gida aliminda degisiklik olmaksizin belirgin kilo
kaybina ve adipozitenin azalmasina yol actigl gorilmustir. BDNF gen tedavisi ile,
glikoz toleransinin iyilestigi, yaglanmay hafifletdigi, leptin seviyesini distrdigi, fare
meme kanseri biylimesini inhibe ettigi ve metastazi 6nledigi tespit edilmistir. BDNF

ile tedavi, farelerde azalan timor blylmesi, azalan anjiyogenez, azalan
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proliferasyon, artan apoptoz ve azalan adiposit alimi ve lipid birikimi ile
iliskilendirilmistir. Bu ¢alismada ayrica, BDNF gen tedavisi hipotalamus, meme bezi,
deri alti yag dokusu ve meme tiimériinde inflamasyon belirteglerini azaltmistir (193).
BDNF ile iligkili kanser gen tedavileri arastirmalari ¢ok az sayidadir. Kolon kanseri
tedavileri icin arastirmalari gen tedavisi boyutunda derinlestirmek tedavi

stratejilerini gelistirmek icin faydali olabilir.

Calismamizda genel olarak; Bdnf ifadesinin azaltiimasinin Apc mutant
farelerde kilo alimi, hastalik seyri, polip dagilimi, organlardaki makroskopi, histoloji
ve patolojik degisimler, hiicresel proliferasyon, RNA ve protein diizeyleri ve sagkalim
Uzerindeki etkilerine odaklandik. Apc+/- farelerde azalmis Bdnf ifadesi; Apc/Bdnf ¢ift
mutant farelerin poliplerinde Bdnf, Trk B, B-katenin ve Lgr5 ekspresyonunu ve paralel
olarak matiir ve immatiir Bdnf ile B-katenin protein miktarlarini azaltmistir. ince
bagirsaktaki polip sayisini az miktarda azaltirken, hastalik fenotipini degistirerek
kolondaki polip sayisini artirmistir. Boylece, hayatta kalma siiresi biraz uzamis ve kilo
alma egilimi artmistir. Bdnf mutasyonunun varhgi ile; enerji metabolizmasi, davranis
ve gastrointestinal sistem disindaki dinamiklerde meydana gelen; beyinde hemisferik
asimetri olusumu, Bdnf mutant farelerde agresif tavir ve hiperfaji, A/B ¢ift mutant
farelerin dalak dokusunda Apc+/- farelere kiyasla megakaryosit artisi gibi bulgularin

tiimu, sistemik etkilerin de ortaya giktigini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada; fare intestinal timor gelisiminin fenotipik ve molekiler
dlizeyde arastirmalari tamamlandi. Apc+/-, Apc+/- Bdnf+/-, Bdnf+/- ve yabanil tip
disi ve erkek fare gruplari 36 hafta boyunca takip edildi. Farelerin kilo ahimi, genel
durumu, polip yuku ve sagkalimi gibi fenotipik strecleri incelendi. Bdnf+/- disi ve
erkek fareler takip boyunca belirgin sekilde kilo aldi ve bu grubun yarisi normal
vicut agirhgr araliginda hafif kilo alirken diger yarisi viicut agirligi ortalamasinin
belirgin sekilde tzerinde kilo aldi. Benzer kilo alim egilimi Apc+/- Bdnf+/- farelerde
de oldu. Apc+/- Bdnf+/- fareler; Apc+/- farelere kiyasla, yaklasik 5 ay boyunca
normal degerler tizerinde kilo aldi ve ayni zamanda, intestinal timor gelisimine bagh
olarak ortaya ¢ikan; anemi, zayiflama, kirkte bozulma, postirde bozulma, rektal
prolapsus olusumu gibi hastalik fenotiplerini gostermedi. Timor gelisimine bagh
semptomlar, Apc+/- farelerde 15. haftadan itibaren gorilmeye baslanirken, bu
semptomlar Apc+/- Bdnf+/- farelerde 20. haftadan sonra gorilmeye baslandi.
Apc+/- farelerde polip vyikleri degerlendirildiginde; Apc+/- farelerin ince
bagirsagindaki polip sayisi ortalamasi, Apc+/- Bdnf+/- farelere gore kiigik miktarda
daha fazla iken Apc+/- farelerin kolonundaki polip sayisi ortalamasi Apc+/- Bdnf+/-
farelere kiyasla belirgin olarak daha az bulundu. Ayrica sagkalim yoniinden Bdnf+/-
mutasyonuna sahip Apc+/- farelerin sagkalim siiresinin, Apc+/- farelere gore yaklasik

2 ay kadar uzadig gorulda.

Apc+/- Bdnf+/- farelerdeki intestinal timor gelisimi Apc+/- fareler ile
molekiler diizeyde karsilastirildiginda; Bdnf ifadesinin azaltilmasi sonucunda,
Apc/Bdnf ¢ift mutant farelerin intestinal poliplerinde matir ve immatir Bdnf ve B-
katenin protein dlizeylerinin azaldigi gorildi. Her iki grubun intestinal mukoza ve
poliplerinden elde edilen RNA dizeyleri karsilastirildiginda; Apc+/- farelere kiyasla
A/B cift mutant farelerde, Bdnf ile beraber Trk B, B-katenin ve Lgr5 ifadelerinde de
azalma tespit edildi. Ayni sekilde, her iki grubun tiimorlerindeki proliferatif hiicre
yogunlugu incelendiginde, A/B ¢ift mutant farelerin intestinal poliplerinde

proliferasyon yogunlugunun azaldigi gozlemlendi. Bu bulgular disinda sistemik
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etkilere baktigimizda; enerji metabolizma ile iliskili olarak belirgin kilo alimi,
norolojik etkilerle bagintili olarak Bdnf+/- farelerde agresif davranis ve hiperfaji,
dalak histolojisini inceledigimizde yabanil tip ve Bdnf+/- farelere kiyasla, Apc+/-
mutant allele sahip her iki grupta lenfoid hiperplazisine bagh olarak beyaz ve kirmizi
pulpa ayriminda giclik ve bu iki grup arasinda A/B ¢ift mutant farelerin dalaklarinda
megakaryosit sayisinda belirgin olarak artis meydana geldigi gorildiu. Bdnf+/-
mutasyonunun varligi, intestinal timoér gelisimi ile ilgili olarak, polip olusum paterni
ve sayisini degistirmekte, intestinal dokuyu ve intestinal kok hiicre dinamigini
molekiler dizeyde degistirmekte ve sagkalim ve kilo alimi egilimini belirli bir sire

icin iyi yone ¢cevirmektedir.

Sonuglarimiz, intestinal timor gelisim dinamiklerinde Bdnf/Trk B sinyal
yolaginin oldukca etkili gorevlere sahip oldugunu desteklemektedir. Bdnf
mutasyonunun farkl yontemlerle olusturuldugu yeni fare modellerinde kolon
kanserini incelemek ve molekiiler parametreleri genisletmek, bu yolagin intestinal
timor gelisimindeki roliini aydinlatmak icin oldukca faydali olacaktir. intestinal kék
hicre isleyisi penceresinden parametrelerin genisletilmesi ile timor gelisim dinamigi
daha detayll aydinlatilabilecektir ve Bdnf’'i hedefleyen gen tedavilerine
yogunlasiimasi ile yeni tedavi stratejileri elde etmek Uzere aydinlatici bilgiler elde

edilecektir.
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EK-4: Arastirma Gruplarinda Farkli Genler igin Ortalama Ct ve Standart Sapma
Degerleri (IBM: ince bagirsak mukozasi, iBT: ince Bagirsak Tiimorii). n= 1, teknik
tekrar=3.

Beta Aktin

Gruplar Ortalama Ct Standart. Sapma
Yabanil tip_iBM 14.62 0.32
Bdnf+/-_iBM 15.16 0.18
Apc+/-_iBM 14.94 0.12
Apc+/- Bdnf+/-_iBM 15.02 0.26
Apc+/-_iBT 13.55 0.21
Apc+/- Bdnf+/-_iBT 13.62 0.20

Bdnf

Gruplar Ortalama Ct Standart. Sapma
Yabanil tip_iBM 33.23 0.57
Bdnf+/-_iBM 34.12 0.52
Apc+/-_IBM 30.76 0.44
Apc+/- Bdnf+/-_iBM 32.57 0.58
Apc+/-_IBT 25.49 0.11
Apc+/- Bdnf+/-_iBT 26.88 0.20

Trk B

Gruplar Ortalama Ct Standart. Sapma
Yabanil tip_iBM 29.54 0.30
Bdnf+/-_iBM 30.09 0.63
Apc+/-_IBM 31.31 0.28
Apc+/- Bdnf+/-_iBM 30.04 0.57
Apc+/-_IBT 27.86 0.12
Apc+/- Bdnf+/-_iBT 28.33 0.28




Beta Katenin

Gruplar Ortalama Ct Standart. Sapma
Yabanil tip_iBM 19.64 0.13
Bdnf+/-_iBM 19.03 0.18
Apc+/-_IBM 17.38 0.38
Apc+/- Bdnf+/-_IBM 18.95 0.39
Apc+/-_IBT 16.57 0.16
Apc+/- Bdnf+/-_IBT 17.65 0.51

Lgr5

Gruplar Ortalama Ct Standart. Sapma
Yabanil tip_iBM 26.18 0.23
Bdnf+/-_iBM 26.43 0.33
Apc+/-_IBM 26.63 0.77
Apc+/- Bdnf+/-_iBM 26.21 0.55
Apc+/-_IBT 22.06 0.21
Apc+/- Bdnf+/-_iBT 22.73 0.23




9. OZGECMIS






