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Ehrlich Solid Tiimérlerinde Kanser Kok Hiicre Varligimin Immunohistokimyasal Olarak

Degerlendirilmesi
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(0)/

Amag: Tiimor gelisimi ve devamliliginda kanser hiicrelerinin kendi baslarina hareket etmelerinin yani sira kanser kok
hiicrelerinin kanseri olusturdugu, ayni zamanda kanserin niiks ve metastazinda rolleri oldugu diisliniilmektedir.
Calismamizda, meme kanseri kokenli oldugu bilinen ve verildigi farede timor olusturabilen Ehrlich asit tiimdriiniin
(EAT) meme kanser kok hiicre yiizey belirteglerine sahip olup olmadigi ve nis olusturup olusturmadigi belirlenmesi
amaglanmigtir.

Gerec ve Yontemler: Calismada deneysel kanser modeli olusturmak i¢in EAT hiicreleri 13 adet Balb/C farenin ense
bolgesine subkutan enjekte edilerek solid tiimor gelisimi saglandi. Deneyin 14. giiniinde anestezi altinda tiimor dokulari
alindi. Dokulardan alinan kesitlere Hematoksilen&Eozin ve Masson’un {i¢lii boyamasi uygulandi. Ayrica dokular meme
kanseri kok hiicresi belirtecleri olan CD44 ve CD24 ekspresyonu ile birlikte nis belirteci olan periostin ekspresyonunu
belirlemek i¢in immunohistokimyasal olarak degerlendirildi.

Bulgular: Deneklere esit sayida hiicre verilmesine ragmen denekler arasinda tiimor boyutlari, hacimleri ve denek
agirliklarinin farkli oldugu gozlendi. Dokularda CD44’tin ve CD24’iin hem hiicre sitoplazmasinda hem de hiicre
membraninda, periostin’in ekstraseliiler matriksde eksprese oldugu belirlendi.

Sonu¢: Hem sitoplazmik hem de membranda CD44 ekspresyonunun anormal olabilecegi nedeniyle kanser kok hiicresi
varligiyla ilgili bilgi elde etmemizi sinirlandirmistir. Ayrica hiicrelerin CD24+ olusu olgun kanser hiicrelerinin timor
kitlesi i¢inde bulundugunu gostermistir. Bununla birlikte EAT, periostin ekspresyonunu artirmak yoluyla kendi nisini
olusturma yetenegine sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Ehrlich solid tiimér; kanser kok hiicresi; immunohistokimya.

Immunohistochemical Investigation of Availability of Cancer Stem Cells in Ehrlich Solid

Tumors

ABSTRACT

Aim: As well as cancer cells act their own in tumor growth and maintaining, it is thought that cancer stem cells
generate cancer and play an important role in cancer relapse and metastasis. It’s aimed to determine whether Ehrlich
acid carcinoma(EAC), which is known to have breast cancer origin and can form a tumor in the mouse to which it is
given, has breast cancer stem cell markers and whether they generate its own niche.

Material and Methods: To create an experimental cancer model, EAC cells were injected subcutaneously into the neck
of 13 Balb/C mice and solid tumor was developed. Tumor tissues were removed under anesthesia on the 14th day of the
experiment. Tumor sections were stained Hematoxylin&Eosin and Masson’s Trichrome. Then, tissues were evaluated
immunohistochemically to determine the expression of breast cancer stem cell markers, CD44, CD24, and the
expression of the niche marker, periostin.

Results: Although the same numbers of EAC cells were injected to animal hosts, solid tumor’s size and volume and
animal host’s weight were different from each other. CD44 and CD24 staining were detected both cytoplasm and
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membrane of tumor cells, periostin was expressed in
extracellular matrix in solid tumor.

Conclusion: It limited to obtain information about the
presence of cancer stem cells, since CD44 expression in
both cytoplasmic and membrane may be abnormal. In
addition, CD24+ cells showed that mature cancer cells
are within the tumor mass.However, EAC has shown its
ability to form its own niche by increasing the expression
of periostin.

Keywords: Ehrlich solid tumor;
immunohistochemistry.

cancer stem cell;

GIRIS

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar1 etkileyen
onemli bir saglik sorunudur (1). Giiniimiizde kadinlarda
meme kanseri goriilme siklifinda artma ancak
mortalitede azalma oldugu dikkati cekmektedir. Bu
durumun gelisen radyoloji ve niikleer tip teknolojisi, ileri
tedavi yontemleri ile meme kanserli olgularin erken teshis
imkanlarimin fazla olmasindan kaynaklandig
disiiniilmektedir (2). Bununla birlikte, bazi kisilerde
tedaviye olumlu yanit alinamamasi ya da hastaligin
niiksetmesi ¢ok sik goriilen bir durumdur (3). Son
donemde odaklanilan kanser kok hiicresi teorisi ile bu
durum daha iyi agiklanabilmektedir. = Kanserin
olusumunda, devamliliginda ve dagilmasinda, timor
kitlesi i¢inde kontrolsiiz bir sekilde davranig gosterebilen
kanser ~ kok  hiicrelerinin(KKH) rolii oldugu
diigiiniilmektedir. KKH’leri kendini yenileyebilir ve
timord  olusturup  siirdiirebilirler (4). Bu hiicreler
kemoterapi ve/veya radyoterapiye karst direnglidirler (5).
Bundan dolayi, giiniimiizde kanserin teshis ve
tedavisindeki bagart oranimi artirmak i¢in  timor
dokusundaki KKH’lerini tanimlamak ve bu hiicreleri
hedefleyip yok etmek diislincesi iizerine
odaklanilmaktadir.

Erken evrede tiimor hiicrelerini tanimlanmasinda, tanisi
konmus hastalarin tedavi protokollerinin
olusturulmasinda ve uygulanan bu protokollerin
hastadaki yanmitinin degerlendirilmesinde timor hiicre
yiizeylerinde bulunan ylizey antijenlerinden
yararlanilmaktadir (6). Diger birgok hiicrede oldugu gibi
KKH’lerinin de tamimlanmis yiizey antijenleri
bulunmaktadir. Meme kanseri kok  hiicresi ise
CD44*,CD24"°" hiicreler olarak tanimlanmislardir (7).
KKH’leri de dokular igerisinde bulunan 0&zellesmis
mikrogevre olarak tanimlanan spesifik nigleri igerisinde
yasamini siirdiirmektedir. Bu mikrogevredeki sitokinler
ve bilyiime faktorleri gibi molekiiller, kanser hiicrelerinin
yasamini devam ettirmesi, birbirleriyle ya da diger
hiicrelerle iletisim kurmasi, sinyal iletimi ve hiicre kaderi
icin oldukga etkilidirler (8). Malanchi ve arkadaslar1 (9)
¢aligmalarinda bir stroma proteini olan periostin’in,
metastatik nis ortam1 ile KKH arasindaki iligkiyi
diizenleyen protein oldugunu géstermislerdir.

Son zamanlarda kanser tedavisine yonelik yapilan
caligmalarda, hiicre kiltirii ve molekiiler biyoloji
teknikleri siklikla kullanilmaktadir. Ancak tedavi i¢in
arastirilan bu maddelerin metabolizma yanitina dair bu
tekniklerin yetersiz kalmas: nedeniyle deneysel hayvan
modellerinin kullanilmast 6n plana ¢ikmaktadir (10).
Bununla birlikte, bu arastirmalar i¢in uygun deneysel
hayvan modelinin tercih edilmesi ¢ok Onemlidir. Bu

amacla, farkli deneysel kanser modelleri gelistirilmistir
(11). Bu modellerden biri olan EAT, spontan meme
adenokarsinomasidir (12, 13). EAT’nin transplantasyon
kapasitesi oldukca yiiksektir (10). Arastirma amacina
gore asit form veya solid form  olarak
kullanilabilmektedir. Eger tiimor hiicrelerinin bulundugu
asit sivis1 farelere intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte
edilirse asit (sivi) form, subkutan olarak enjekte edilirse
solid form elde edilmektedir (14, 15). Ancak EAT igin
sahip oldugu yiizey antijenlerine dair bilgiler oldukga
kisithdir. Biz de c¢alismamizda kokeni meme kanseri
oldugu bilinen ve farede timdr dokusu gelistirebilen
EAT’nin, meme kanseri kok hiicresi yiizey antijenlerine
sahip olup olmadiginin ve doku kitlesinde kendisine ait

nis olusturup olusturmadiginin belirlenmesi
amaglanmistir.
GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢aligmanin etik kurul onayi 11/12/2013 tarih ve
13/146 no’su ile Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari
Etik Kurul Baskanligi’'ndan alindi. Oncelikle Gaziantep
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'nden 2 adet
peritonunda sivi EAT hiicreleri iceren stok fare temin
edildi. Bu fareler c¢alismamizda solid  tiimor
olusturulmasinda kullanildi (Sekil 1). Solid timdr modeli
Erciyes Universitesi Deneysel Aragtirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen 13 adet Balb/C
farede (8-10 haftalik) olusturuldu. Stok farelerin
peritonundan alman EAT hiicreleri sayildiktan sonra
1x10°® hiicre her bir farenin ense bolgesine subkutan
olarak enjekte edildi. Ondordiincii giiniin sonunda elle
palpe edildiginde solid tiimér dokularinin gelismis oldugu
belirlendi. Calismada ki farelerin agirliklari, EAT hiicre
siispansiyonunun subkutan enjeksiyonundan hemen sonra
(birinci giin) ve dekapitasyondan once 14.giinde tartildi.
Solid ttimor kitleleri anestezi altinda ¢ikarildi ve siirgiilii
kumpas ile boyutlari 8lgiildii. “Tiimér hacmi(mm?®)= En?
x Boy x 0,52” formiiliine gore tlimdr hacimleri hesaplandi
(16).

Sekil 1. Solid timdr olusturulmasinda kullanilan stok
fare. Stok farenin peritonundan enjektdrle ¢ekilen Ehrlich
asit timor s1visi.

Histopatolojik Uygulama
Histopatolojik incelemeler i¢in timoér kitleleri %10’luk
formaldehit soliisyonu ile fikse edildi. Dokular dereceli
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artan etil alkol serilerinden gecirilip, ksilende
seffaflandirildiktan sonra parafin icerisinde bloklandi.
Parafin bloklardan 5-6 um’lik kesitler alinarak polilizin
kapli lamlara yayildi. Genel histolojik yapiyr gormek
amaciyla hazirlanan lamlar Hematoksilen&Eozin (H&E)
ve Masson’un ii¢li boyama yontemi ile boyanarak
Olympus BX51 mikroskobu (Tokyo, Japonya) altinda
incelendi (17).

Immiinohistokimyasal Uygulama

Timoér dokularindaki CD44, CD24 ve periostin
ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak belirlendi. Bu
amagla lamlara  avidin-biotin-peroksidaz  yontemi
uygulandi.

Oncelikle kesitlerin ksilen ile deparafinizasyonu saglandi
ve dereceli alkol serilerinden gegirilip rehidrate edildi.
Daha sonra %10’luk sitrat tamponunda (pH:6.0)
300W’da 10 dakika inkiibasyona birakilan kesitler, siire
sonunda 10 dakika oda kosullarinda bekletildi. %3
hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra Fosfat
tamponu (PBS) ile yikama yapildi. Daha sonraki
asamalarda Ttretici firmanin direktifleri dogrultusunda
Large Volume Detection System (Thermo Scientific,
Waltham, Amerika) kiti uygulandi. Non-spesifik
olusumlar1 engellemek {izere lamlara Ultra V block
uygulandi. Hemen ardindan kesitler nem kamarasi iginde
CD44  (1:200, Bioss, Boston, Massachusetts,
Amerika)/CD24 (1:350, Novus Biologicals, Littleton,
Amerika)/Periostin (1:100, Santa Cruz, Dallas, Teksas,
Amerika) birincil antikorlar1 ile +4°C’de 1 gece
inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol i¢in PBS
kullanildi. Yikama isleminden sonra kesitler 10 dakika
biotinli-sekonder antikorda bekletildi. Yikama isleminden
sonra Kesitlere 10 dakika streptavidin peroksidaz ile
muamele edildi. Kromojen olarak 3,3-diamino benzidin
1-5 dakika uygulandiktan sonra kesitler distile su ile
yikandi. Gill hematoksilen ile ¢ekirdek boyamasi
yapildiktan sonra kesitler birka¢ kez distile su ile yikandi.
Kesitlerin ~ CD44/CD24/Periostin  immunoreaktivitesi
Olympus BX51 mikroskobunda (Tokyo, Japonya)
incelendi (18).

Istatistiksel Analiz

Immiinohistokimyasal sonuglar degerlendirilirken, her bir
proteinin imminreaktivite yogunlugu Image J programi
(ImageJ, Bethesda, = Amerika) ile  hesaplandi.
Degerlendirme yapilirken kitle igerisinde nekrotik
alanlarin disinda kalan ve c¢ekirdegi belirgin olarak
goriilen hiicre alanlar1 dikkate alindi. Her bir fareye ait
dokularin rastgele kesitlerinden 10 farkli alan (x40)
Ol¢limde kullanildi. Her bir denek igin kendi ortalama
immunoreaktivite yogunlugu hesaplandiktan sonra tiim

denekler icin ortalama immunoreaktivite yogunlugu
belirlendi (18).

BULGULAR

Deney sonunda farelerin ense bolgesinde ¢ogalarak farkl
hacimlerde tiimor kitleleri deri altinda siskinlik
olusturdugu belirlendi. On {igiincii giinde deneklerden biri
0ldi ve ¢alisma disi birakildi. Deney baslangicinda
farelerin agirliklart 25-35 g arasinda olmak {izere
ortalama 30 g’di. Deneyin son giiniinde ise deneklerin
agirliklar1 27-40 g arasinda olup ortalama 34 g’di. Deney
stiresince farelerin agirliklari ortalama 4 g artmist1 (Tablo

1). Timor dokularinin enleri ve boylart siirgiilii kumpas
ile oOlgiildiikten sonra hacimleri hesaplandi. En kiigiik
tiimdr hacmi 319.80 mm? iken, en yiiksek tiimor hacmi
7977.11 mm®dii. Ortalama tiimér hacmi 2271.07 mm?
olarak belirlendi (Tablo 2).

Tablo 1. Deneklerin birinci ve 14. giindeki agirliklar

Hayvan 1. giin agirhk 14. giin agirhk
1. Denek 299 3lg
2. Denek 309 30¢g
3. Denek 309 274
4. Denek 259 30¢g
5. Denek 339 3649
6. Denek 299 3749
7. Denek 279 33¢g
8. Denek 329 36
9. Denek 309 364g
10. Denek 329 379
11. Denek 299 4049
12. Denek 359 3849

Ortalama agirhk 309 344

Tablo 2. Deneklerden elde edilen solid tiimér boyutlart
ve hacimleri

Hayvan Tiimr Boyutu Tiimér Hacmi
Eni Boyu

1.Denek 7.1 mm 12.2 mm 319.80 mm?
2.Denek | 9.51 mm 13.24 mm 622.66 mm?
3.Denek | 10.10 mm 7.68 mm 407.39 mm?3
4.Denek | 12.61 mm 17.87 mm 1477.60 mm?
5.Denek | 15.69 mm 12.39 mm 1586.06 mm?®
6.Denek | 14.62 mm 18.74 mm 2082.90 mm3
7.Denek | 14.36 mm 10.68 mm 1145.21 mm?®
8.Denek | 21.95mm 31.84 mm 7977.11 mm?3
9.Denek | 17.03mm | 24.23 mm 3654.15 mm?
10.Denek | 11.82 mm 16.10 mm 1169.67 mm?
11.Denek | 16.85 mm 27.56 mm 4068.95 mm3
12.Denek | 17.09 mm 18.05 mm 2741.35 mm3

Ortalama 14.06 mm 17.55 mm 2271.07 mm3

Isik Mikroskobik Bulgular

H&E ve Masson’un ii¢lii boyama teknigi ile boyanan
timor kesitleri incelendiginde, dokunun etrafinin bag
dokusu ile ¢evrelenmis oldugu gozlendi. Ti{mor
dokusunun piknotik ¢ekirdeklerle ayirt edilen nekrotik
alanlar ile lobiilasyon benzeri goriiniim sergiledigi
belirlendi. Ayrica olgun tiimor hiicreleri arasinda c¢ok
sayida yag hiicresinin varligi dikkati ¢ekti (Sekil 2A).
Bununla birlikte doku kitlesinin bol miktarda kan damari
igerdigi belirlendi. Canli hiicreler 6kromatik niikleuslar
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ile nekrotik alanlardaki hiicreler ise koyu niikleuslar: ile
ayirt edildi (Sekil 2B). Ancak bazi bodlgelerde nispeten
daha az yag hiicresinin oldugu gozlendi (Sekil 2C).
Timor hiicreleri incelendiginde hiicrelerin  farkli
biiyliklik ve sekilde oldugu, hiicrelerin bazilarinin da

farklt mitotik evrelerde oldugu gozlendi (Sekil 2D).
Dokulardaki kan damarlarmin gevrelerinde ise bir miktar
bag doku alanlarinin varligi ve bu bdlgede canli
hiicrelerin yer aldigi izlendi (Sekil 3A-3B).

Sekil 2. A. Ehrlich solid tiimorii genel goriiniimii (H&E, 4X). B.Ehrlich solid tiimori. Bol miktarda kan damari (*) ve
yag hiicresinin (=) olusturdugu stroma igerisinde farkli sekil ve biiyiiklilkte ¢ok sayida hiicre goriilmektedir (H&E,
40X). C. Ehrlich solid tiimérii. Timo6r dokusunun derin bolgelerindeki nekrotik alanlar (*) gorilmektedir. (H&E, 4X).
D. Ehrlich solid timorii. Oklar mitotik figiirleri gostermektedir (H&E, 40X).

%

RN L

Sekil 3. A. Ehrlich solid timéri.

Bazi alanlarda tiimor hiicrelerinin arasinda bag dokusu goézlemlen

. ¥ Y

-

memigtir

(Masson’un iiglii boyama, 40X). B.Ehrlich solid tiimérii. Ozellikle kan damarlarmin bulundugu alanlarda tiimor
hiicrelerinin arasinda bag dokusu (=) gozlemlenmistir (Masson’un iiglii boyama, 40X).

Immiinohistokimyasal Bulgular

Timor dokularinda CD44, CD24 ve periostin ekspresyon
diizeyleri immiinohistokimyasal olarak belirlendi. CD44
ekspresyonlari incelediginde tiimor kitlesinde CD44’lin
hiicrelerin  hem membran hem de sitoplazmasinda
eksprese oldugu gozlemlendi. Negatif kontrol dokusunda
herhangi bir boyanma yoktu (Sekil 4A). CD44’{in bazi
alanlarda yogun (Sekil 4B), bazi alanlarda ise zayif
ekspresyon gosterdigi belirlendi. Tiimor kitlesi igerisinde
az da olsa CD44 ekspresyonu gostermeyen hiicrelerde
vardi (Sekil 4C).

Timér dokularinda CD24 ekspresyonu incelendiginde,
negatif kontrol dokusunda herhangi bir boyanmaya
rastlanmadi  (Sekil 4D). CD24’tin hiicrelerin  hem
sitoplazmasinda hem de membraninda eksprese oldugu
belirlendi. Bu ekspresyonun farkli yogunluklarda oldugu
ve aralarinda CD24 eksprese etmeyen hiicrelerin oldugu
belirlendi (Sekil 4E-4F).

Immunohistokimyasal boyama sonrasinda periostin
ekspresyonu incelendiginde, negatif kontrol dokusunda
herhangi bir periostin ekspresyonuna rastlanmadi (Sekil
4G). Periostinin ekstraseliiller matriks igerisinde farkli
alanlarda farkli oranlarda eksprese oldugu goézlemlendi
(Sekil 4H-47).
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ch solid atif
40X). B. Ehrlich solid tiimér dokusunda CD44 ekspresyonu goriiniimii. Tiimor hiicrelerini (=) nekrotik alanlar (*)
sarmis durumdadir (CD44 immunoperoksidaz boyasi, 40X). C. Ehrlich solid tiimor dokusunda CD44 ekspresyonu. Bazi
deneklerde CD44 daha az yogun (=) olarak goriilmektedir (CD44 immiinoperoksidaz boyasi, 40X). D. Ehrlich solid
tiimor dokusunda CD24 negatif kontrol dokusu goértiniimii. (CD24 immiinoperoksidaz boyasi, 40X). E. Ehrlich solid
timér dokusunda CD24 ekspresyonu gériniimil. Bazi alanlarda yogun CD24 ekspresyonu gosteren hiicreler (=)
goriilmektedir (CD24 Immunoperoksidaz boyasi, 40X). F. Ehrlich solid tiimér dokusunda zayif CD24 ekspresyonu
gdsteren hiicreler (=) ve CD24- ekspresyon gosteren hiicreler (») goriilmektedir (CD24 Immunoperoksidaz boyast,
40X). G. Ehrlich solid tiimér dokusunda Periostin negatif kontrol dokusu gériniimil. (Periostin immiinoperoksidaz
boyasi, 40X). H. Ehrlich solid tiimdr dokusunda periostin ekspresyonu (Periostin immiinoperoksidaz boyasi, 40X). J.
Ehrlich solid tiimdr dokusunda periostin ekspresyonu. Bazi alanlarda daha az yogunlukta periostin ekspresyonu
goriilmektedir (Periostin immiinoperoksidaz boyasi, 40X).

TARTISMA

Kontrolsiiz ¢gogalan hiicreler ile karakterize edilen kanser,
¢ogunlukla 6liime neden olan bir saglik problemidir (19).
Glnlimiizde kanser aragtirmalart i¢in farkli deneysel
modeller gelistirilmistir. Bunlardan biri olan EAT,
deneysel hayvan modellerinden biri olup arastirmacilar
tarafindan siklikla tercih edilmektedir (12, 13). Ancak
meme kanseri oldugu bilinen EAT’de tanimlayic
herhangi bir ylizey antijeni tanimlanmamistir. Bu
calismada, EAT hiicreleri ile olusturulan solid timor
kitlesinin yapisini, geligen tiimor kitlesi i¢inde kanser kok
hiicresi belirteglerinin eksprese edilip edilmedigini ve
hiicrelerin kendilerine ait nise sahip olup olmadigim
immunohistokimyasal yontemlerle belirlemeyi
amagladik.

EAT ile deneysel kanser modeli olusturmak {izere gerekli
hiicre sayisim Zeybek calismasinda 1x10%/ml olarak
belirlemistir. Hiicre siispansiyonunu model olusturulacak
fareye subkutan enjekte ettiklerinde yaklasik yedi giin
sonra konak farede olgiilebilecek boyutlarda kati tiimor
kitlesi saptayabilmislerdir (11). Ekinci ise ¢alismasinda
solid timor olustuktan bir hafta sonrasinda hiicresel
diizeyde kitleyi incelediklerinde merkezi bdlgelerde
nekrotik alanlarin varligini ve aralarinda farkli boyutlarda

hiicrelerin bulundugunu bildirmiglerdir (20). Ayrica
timor kitlesi iginde proliferasyon gosteren hiicrelerin
varligina da rastlanmistir (21). Bizim ¢aligmamizda ise bu
caligmalara benzer sekilde bir hafta sonrasinda farelerin
ense bolgesinde timor dokularinin  var oldugu
gozlemlendi. Ancak ¢alismada uygulanacak analizler i¢in
daha genis timor kitlesi gerektiginden timoriin iki hafta
kadar gelismesi beklendi. Yapilan histolojik analizler
sonucunda tiimor dokusunun merkezi kisimlarinda
nekrotik alanlarin cevreledigi ¢ekirdek varligiyla ayirt
ettigimiz canli hiicrelerin, sekil ve biiyiikliiklerinin farkli
oldugu belirlendi. Tiimoriin hizli gelisimi sebebiyle farkli
mitotik evredeki hiicrelerin varligi da dikkati ¢ekti.

Meme kanseri kok hiicreleri ile ilgili yapilan ¢alismalarin
biiyiik ¢ogunlugu insana ait timor dokularinda
yapilmistir. Meme kanseri kok hiicrelerinin  yiizey
antijenlerinin tanimlanmas ile birlikte, Wang ve ark (22),
Ricardo ve ark (23) ve Abraham ve ark (24) ’'nin
caligmalarinda hiicre membraninda CD44
ekspresyonunun CD44+ olarak kabul edildigini ve
CD44+ CD24-/low hiicrelerin meme kanser kok hiicresi
olduklarin1  bildirmislerdir. Ayrica, CD44 eksprese
etmenin hiicrelere kok hiicre benzeri 6zellik kazandirdigi
bildirilmistir (23). Ancak bazi ¢alismalarda, CD44’lin
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transmembran protein olarak tanimlanmasina ragmen
kanser hiicrelerinde sitoplazmada da eksprese olabilecegi
belirtilmistir (25-28). Sitoplazmik CD44 ekspresyonunu
Berner ve ark (30) Golgi aygitlarindaki CD44 proteinleri
ya da anormal CD44 molekiillerinin iiretimi seklinde
aciklamiglardir. Bununla birlikte CD44’ilin sitoplazmada
da goriiliip, membranda yetersiz ekspresyonunun hiicre-
ekstraseliiler matriks ve hiicre-hiicre iletisimlerine karsi
azalan adezyona yol agabilecegini belirtmislerdir. Mevcut
¢alismada, EAT hiicrelerinin yeni bir fareye transplante
edildikten sonra olusturduklari tiimér kitlesi igerisinde
CD44  ekspresyonunun hem  sitoplazmik  hemde
membranda olusu KKH hakkinda bilgi verilmesini
engellerken CD44+ olma 6zelliginin dokudaki hiicrelerin
kok hiicre benzeri 6zellikler tagidigini gostermistir.

Meme kanseri kok hiicrelerinde CD24 ekspresyonunun
olmadig1 belirtilmesinin yan1 sira CD24 eksprese eden
hiicrelerde farklilasmig epitelyal o6zelliklerin oldugu
bildirilmistir (23). Ayrica hiicrelerde CD24 ekspresyonu
meme kanserlerinde metastazla iliskilendirilmektedir (30-
32). Mevcut calismada, EAT solid timér dokusunda
CD24’in sitoplazmada ekspresyonu gozlendi. Hatta
CD24+ hiicrelerin yogun bir sekilde goriilmesi dokudaki
hiicrelerin olgunlastigini gostermistir. Ancak aralarda az
da olsa gorilen CD24- hiicreler, kitle igerisinde
farklilagmamus hiicrelerin olabilecegini diistindiirmiistiir.
Nisten gelen sinyallerin, KKH’lerinin ilgili dokuya go¢
etmesi ve yerlesmesinin yani sira kemoterapiye direng
gostermesinin bir nedeni olabilecegi bildirilmistir (33).
Malanchi ve arkadaslari ¢aligmalarinda, saglikli ve timor
dokularinda fibroblastlarin bir stroma proteini olan
periostin’i sentezlendigini belirtmislerdir. Diger dokulara
metastazi i¢in timor hiicrelerinin, o dokuda bulunan
fibroblastlart yonlendirerek periostin  ekspresyonunu
artirdigim1 bildirmislerdir. Bununla birlikte, periostinin
islevinin  engellenmesinin  metastazi  durdurdugunu
belirtmislerdir (9). Gillan ve ark ise, ovaryuma ait
epitelyal kanser hiicrelerinin periostin eksprese ettiklerini,
periostinin migrasyon ve adezyon ile kanser hiicrelerinin
intraperitoneal  yayihmii  diizenleyebilecegini ileri
sirmektedirler (34). Mevcut ¢alismada da, EAT solid

timor  kitlesinde periostinin  ekstraseliiler matrikste
eksprese  oldugu gozlendi. Dolayisiyla periostin
ekspresyonu, EAT hiicrelerinin de kendi nisini

olusturarak enjekte edildikleri bdolgede timor kitlesi
olusturabildiklerini diistindiirmiistiir.

SONUC

Sonug olarak, ¢alismamizda EAT hiicreleri ile olusturulan
timor kitlesinde meme kanseri kok hiicresi belirtegleri
olan CD44 ve CD24 ekspresyonlarina bakildiginda,
CD44’iin hiicre membran1 yani sira sitoplazmada da
eksprese olmasit KKH belirlenmesini simirlandirmistir.
Bununla birlikte, kitle icerisinde yogun CD24+ hiicrelerin
varligmin tiimor dokusundaki hiicrelerin ¢ogunlugunun
farklilagmis oldugunu gostermistir. Ayrica yogun CD24
ekspresyonu, EAT hiicrelerinin metastaz yapabilme
yetenegini ve yiiksek transplantasyon giiciinii CD24 ile
sagliyor olabilecegini diisiindiirmiigtiir. Bununla birlikte
timor kitlesi igerisinde periostin proteininin varlig1
EAT’nin  enjekte edildigi farede kendi nisini
olusturabildigini gostermistir.
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