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Abstract: Despite being a treatable disease, metastatic breast cancer remains the second leading cause of
cancer-related mortality among women. It frequently spreads to the bone, yet the precise biological
mechanisms underlying this process are not fully understood. Literature suggests that hematopoietic stem
cells (HSCs) play a key role in the metastatic niche, responding to microenvironmental cues similar to
cancer cells. This interaction implies potential competition between HSCs and cancer cells for the bone
marrow niche. Accordingly, HSC depletion has been shown to enhance the colonization of breast cancer
cells in the endosteal niche, though its impact on tumor progression and clinical outcomes remains
uncertain. This study explored the effects of HSC mobilization on tumor progression using both
immunocompromised (xenograft) and immunocompetent (syngeneic) mouse models. BALB/c Nude mice
received AMD3100 (CXCR4 antagonist) for five days, followed by intracardiac injection of MDA-MB-
231 cells to establish a metastatic model, with tumor progression tracked with in vivo imaging (IVIS).
Additionally, HSC maobilization was induced in BALB/c and C57BL/6j mice using AMD3100 and G-
CSF, identifying BALB/c—-G-CSF as the most effective combination. A syngeneic model was then
developed using intracardiac injection of 4T1 mouse breast cancer cells, mimicking the xenograft
approach. Results revealed that HSC mobilization accelerated tumor formation in both models but did not
significantly affect disease progression or metastasis to other organs. These findings underscore the
critical role of HSCs in bone metastasis and suggest their potential as therapeutic targets in metastatic
breast cancer.

Keywords: Hematopoietic Stem Cells, Breast Cancer, Animal Model, Mobilization, Bone Metastasis

Ozet: Meme kanseri tedavi edilebilir olmasina ragmen metastatik formu, kadinlarda kanser kaynakl:
Slumlerin ikinci en sik nedenidir. Meme kanseri siklikla kemik metastazi yapar; ancak bu siirecin
biyolojik mekanizmalar1 tam olarak agikhiga kavusmamustir. Literatiirde, hematopoetik kok hiicrelerin
(HKH) metastatik niste onemli bir rol oynayabilecegi ve kanser hiicreleri ile benzer mikro cevresel
sinyallere yanit verebilecegi 6ne siirlilmektedir. Bu durum, HKH’lerin ve kanser hiicrelerinin kemik
iliginde ortak bir nis paylasabilecegini ve rekabet halinde olabileceklerini dustindiirmektedir. Bu hipotez
dogrultusunda, HKH’lerin ortamdan uzaklastirilmasi durumunda meme kanseri hiicrelerinin endosteal
nise daha fazla yerlestigi g6zlemlenmistir. Ancak, bu siirecin tiimor gelisimi tizerindeki etkileri ve klinik
yansimalar1 heniiz netlik kazanmamustir. Bu c¢alismada, HKH mobilizasyonunun timér gelisimine
etkilerini incelemek amaciyla bagigikligi baskilanmis ksenograft ve es genetik (syngeneik) timér
modelleri kullanilmistir. ilk olarak, BALB/c Nude farelerine 5 giin boyunca AMD3100 (CXCR4
antagonisti) uygulandiktan sonra MDA-MB-231 hiicreleri intrakardiyak yol ile enjekte edilerek
metastatik bir model olusturulmus ve timor gelisimi in-vivo goriintileme (IVIS) yontemiyle takip
edilmistir. Daha sonra, BALB/c ve C57BL/6j farelerinde AMD3100 ve G-CSF kullanilarak HKH
mobilizasyonu syngeneik model segimi amaciyla gergeklestirilmis; yapilan koloni analizleri sonucunda
en verimli mobilizasyonun BALB/c-G-CSF kombinasyonu ile gergeklestigi belirlenmistir. Bu bulgu
sonucunda ksenograft calismasma benzer bir syngeneik model 4T1 fare meme kanserinin G-CSF
uygulamasindan sonra intrakardiyak enjeksiyonuyla olusturulmus ve tiimor gelisimi IVIS yontemiyle
takip edilmistir. Deney sonuglari, her iki modelde de HKH mobilizasyonunun tiimér olusumunu
hizlandirdigini, ancak ilerleyen hastalik siireci ve diger organ metastazlari tizerinde belirgin bir etkisi
olmadigmi gostermistir. Bulgular, HKH’lerin kemik metastazindaki kritik roliinii vurgulamakta ve bu
hiicrelerin metastatik siirecin yonetiminde potansiyel terapotik hedefler olabilecegini gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: Hematopoetik Kok Hiicreler, Meme Kanseri, Hayvan Modeli, Mobilizasyon, Kemik
Metastazi
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Kemik Metastazindaki Hematopoetik Kok Hiicreler: Tiimor Gelisimine Etkisi

1. Giris

Giliniimiizde meme kanseri 70-80% oraninda tedavi
edilebilir durumdadir. Buna ragmen metastatik
meme kanseri, akciger kanserinden sonra kadinlarda
kanser kaynakli dliimlerden sorumlu ikinci kanser
tirtidiir [1]. Timdr hiicreleri akciger ve kemik bagta
olmak iizere pek ¢ok farkli uzak organa yayilim
gosterebilirler ancak girisimsel tedavinin kisith
olmas1 sebebiyle kemik doku biiyiikk bir tehlike
olusturmaktadir [2]. Daha once yapilmig ¢aligmalar
kemik dokusu igerisine kanserin yayilim gosterirken
hangi stiregleri takip ettigini incelemis ve hayvan
modelleri kullanarak CXCR4/CXCL12 gibi sinyal
yolaklarinin 6nem arz edebilecegi iizerinde
durmuslardir [3]. Ancak karmasik siiregler ve birden
fazla faktoriin etki etmesi sebebiyle meme
kanserinin kesin yayilim siireci, uykuda kalip
kalmama mekanizmalar1 ya da timor gelisiminin
tetiklenme siireci tam olarak a¢iklanabilmis degildir.

Yapilmis ¢aligsmalar gosteriyor ki hematopoetik kok
hiicrelerin (HKH) bulundugu endosteal nig meme
kanserinde metastatik nis ile ortak olabilir.
HKH’lerde CXCR4/CXCL12 yol izini kullanarak
hem endosteal nise tutunur hem de biiyiime gelisme
gibi Onemli metabolik faaliyetlerde bu yolu
kullanirlar [4]. AMD3100 ve G-CSF’in (Graniilosit
koloni-uyarici  faktor), kemik iliginden HKH
mobilizasyonu ve kemik olusum mekanizmalari
tizerindeki etkileri bilinen bir bilgiydi [5] ancak
yapilan c¢aligmalar ayrica HKH’lerin  kemik
metastazinda Onemli rolii olabilecegi vurgusunu
yapmaktadir [4,6,7]. Allocca ve arkadaslar1 (2019),
disi BALB/c Nude fareleri AMD3100 (bir CXCR4
antagonisti olarak HKH mobilizatoril) uyguladiktan
sonra kemige metastaz gosteren meme kanseri
modeli  kurduklarinda, AMD3100 uygulanmis
grubun endosteal nis bolgesinde daha fazla meme
kanseri hiicresine rastladilar [8]. Bunu Yyaninda
HKH’ler i¢in kemotaktik madde gorevi goren
annexin 2 (hiicre baglanma faktorii) ve CXCL12’nin
aynt zamanda meme kanserinin endosteal nise
yerlesmesinde rol oynayabilecegi onerilmistir [6,9].
Yine HKH’leri dormanside (dinlenme) tutan ya da
aktiflestiren diger faktorlerin (oksijen miktari,
bliylime faktorleri vb.) de timor dormansisinde
anahtar rol oynayabilecegi tartigilmaktadir [10,11].
Bu bilgiler HKH’nin kemik metastazinda potansiyel
olarak kanser hiicresi ile bir yaris igerisinde oldugu
hipotezini ortaya ¢ikartmaktadir.

Hem AMD3100 hem de G-CSF Klinikte HKH
uyarmakta kullanilsalar da mekanizmalar1 farklidir.
AMD3100 ajan1 CXCR4’e baglanarak CXCL12
baglanmasin1 engellerken [12,13], G-CSF’nin bir

uyarict1  faktér oldugundan, Dbiyolojik  biitiin
mekanizmalar1 net olarak bilinmese de kemik
iligindeki CSCL12 miktarin1 azaltarak HKH

mobilizasyonunu sagladigi bulunmustur [14].

Konu hakkinda yapilan biitin bu c¢alismalar
HKH’leri endosteal niste meme kanseri ile benzer
Ozellikler gostererek nis igerisinde ayni besin,
bliylime faktorleri ve yolaklar1 kullanmak igin
catisma halinde olduklar1 hipotezini gii¢lendiriyor.
Bu gc¢aligmada da  HKH’lerin  ortamdan
uzaklagtirtlmasinin  tiimor  gelisiminde etkilerini
ksenograft fare modelleri ile arastirip, farkli ajanlar
ile potansiyel syngeneik HKH mobilizasyon modeli
geligtirip, her iki modelin timor gelisimi ve
birbirleri ile karsilastirmasi hedeflenmistir. Elde
edilen veriler sonucunda, metastatik meme kanseri
oncelikli olmak tizere, kemik metastazinin HKH ile
iliskisi anlasilarak detayli biyolojik ve terapotik
hedeflerin belirlenmesine katki saglamak
amaglanmustir.

2. Gerec ve Yontemler

CXCR4/CXCL12 yol izinin kanserin metastazinda
etkili rolii olup olmadigini1 denemek igin in-vitro ve
in-vivo deney diizenekleri kuruldu. Bu c¢alisma
kapsaminda sirasiyla; daha fazla meme kanserinin
kemik iligine metastazinin timor gelisimine etkisi,
farkl fare tiirii ve fenotipleri kullanilarak, iki farkl
Hematopoetik Kok Hiicre (HKH) mobilizatoriiniin
(AMD-3100 ve G-CSF) etkisi, farkli fenotiplerde
benzer etkinin varlig1 arastirildi.

Hayvan Deneyleri Etik Izni

Bu c¢alisma kapsaminda gerceklestirilen biitiin
hayvan deneyleri, 1968 Ingiltere Hayvanlar
(Bilimsel Prosediirler) yasasi, Birlesik Krallik ic
igleri  bakanligt  yonetmeligine ve  Helsinki
Deklarasyonu prensiplerine uygun olarak Ingiltere
Icisleri Bakanlhigindan onayli Sheffield Universitesi
Arastirma Etik Komitesi (Sheffield, Ingiltere)
tarafindan gozden gegirilip, onaylanmigtir (Tarih:
01.01.2022, ISP: VKA7, PIL: ID5F9D530).

Kullanilan Hiicreler ve Hiicrelerin Bakimi.

Bu calisma kapsaminda, LUC+2ve MDA-MB-231-
IV (Dr. Vicky Cookson (Sheffield Universitesi,
INGILTERE)[15] tarafindan liisiferin geni ile
transfekte edilmis ve yiikksek kemik metastazi
gosteren GFP+ MDA-MB-231 klonu) ve 4T1 LUC
BONE (Lisiferaz transfekte edilmis, BALB/c fare
triple negatif meme Kkanseri)[16] hiicre tiirleri
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kullanildi. iki hiicre hatti da %10 FCS (Sigma-
Aldrich, Birlesik Krallik) iceren RPMI 1640 (1X) +
GlutaMAX™ (ThermoFisher Scientific, Birlesik
Krallik) hiicre ortaminda 37°C ve %5 CO;’li
inkiibatorde ¢ogaltilmistir. Hiicre bakimi, pasaji ve
deney icin gerekli sayiya ulasildiginda 2 ml %0.25
Tripsin-EDTA (ThermoFisher Scientific, UK) igeren
fosfatli tampon ¢ozeltisi (PBS) ile ylizeyden
kaldirilmig ve 10% FCS igeren besi ortamiyla
toplanarak 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilerek
pelet elde edilmistir. Elde edilen peletteki hiicreler
sayilarak in-vivo deneyler de kullanilmistir.

AMD3100 ile endosteal nisten HKH’lerin
mobilizasyonu sonras1 tiimér bilyiimesinin
ksenograft modelleme ile arastirilmasi

Kemik iligindeki metastaz olmus meme kanserinin
sayisinin artmasinin timdr gelisimine etkisinin
arastirilmasi icin, 8 haftalik disi bagisiklik sistemi
baskilanmis (BALB/c Nude) fareleri, her bir grupta
8 fare olacak sekilde 5 giin boyunca intraperitoneal
(i.p) olarak PBS ya da 5mg/kg dozunda AMD3100
enjekte edildi. Son enjeksiyondan 6 saat sonra 10°
adet LUC+2ve MDA-MB-231 (Lisiferin geni
transfekte edilmis) triple negatif meme kanseri
hiicresi intrakardiyak enjeksiyonu gerceklestirildi.
Haftada 1 ya da 2 defa IVIS ile tiimor gelisimi
gozlendikten sonra, biitlin hayvanlar 50. giinde
sakrifiye edilip deney sonlandirild: (Figiir 1).

Gin: 1 2 3 5 Deney Sonu: 50
! |
- PBS (i.p., glin)
@ AMD3100 (5mg/ kg, i.p. giin) VIS (Haftada 1 -2X)
8 Haftalik Digi
BALB/c-Nude L
n=8/grup. Son AMD3100 enjeksiyonundan 2 saat

sonda 10000 adetLUC+2ve MDA-MB-
231 hicresinin i.c. enjeksiyonu

Figiir 1. AMD3100 ile hematopoetik kok hiicrelerin (HKH) mobilizasyonunun ardindan ksenograft modelde tiimér geligiminin
izlenmesi

BALB/c Nude farelere 5 giin boyunca AMD3100 (5 mg/kg) veya PBS uygulanmistir. Ardindan Ix10° MDA-MB-231 hiicresi
intrakardiyak olarak enjekte edilmigtir. Tiimor gelisimi IVIS ile izlenmis, fareler 50. giinde sakrifiye edilmistir.

Farklh HKH mobilizatorlerinin (AMD3100, GCS-
F) farkh bagisikhik sistemi yeterli fare tiirleri
iizerindeki etkisinin arastirilmasi.

AMD3100 ve GCS-F iki farkli yol izini izleyerek
calisan ve klinikte kullanilan HKH
mobilazdtorleridir. HKH nin farkli tiir (BALB/c ve
C57BJ/6j) fareler iizerindeki etkilerini gézlemlemek
ve syngeneik model icin uygun fare/ilag segmek
amactyla BALB/c ve C57BL/6; tiirleri i¢in i.p olarak
PBS, 5mg/kg dozunda AMD3100 ya da 123 pg/kg
G-CSF (Filgrastim) enjekte edildi. Hayvanlar i¢in bu
G-CSF dozu ylizey alani doz doniisiimiine gore
hesaplanmig [17] ve literatiirdeki diger G-CSF
uygulamalari ile baglantilidir [18,19]. Kisaca;

mg
Hayvan Dozu (AED) (E>
=1 D (mg ) x K.
= Insan Dozu kg morant

Denklemi kullanilmistir, referans alinan Nair ve
Jacob (2016)’un c¢aligmasinda K, orani 3 olarak
verilmistir, periferal kandan HKH toplamasi i¢in
tavsiye edilen insan dozu 10 pg/kg/giin olarak
verilmis ve buna gore 123 pg/kg hesaplanmustir.
AMD3100 enjeksiyonu edilmis hayvanlar 2 saat
sonra, G-CSF enjeksiyonu yapilmis havanlar 6 saat
sonra sakrifiye edilip, 500ul periferal kan 50ul %4
sodyum sitrat igerisine toplandi. Kirmizi kan
hiicreleri  lizis tamponu (RBC Lysis Buffer,
ThermoFisher, Birlesik Krallik) ile uzaklastirdiktan
sonra, iireticinin protokolil takip edilerek MethoCult
GF M3434 (STEMCell, Birlesik Krallilk) HKH
koloni formasyon analizi yapildi (Figiir 2-3).
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Giin:1 2 3

PBS (i.p., glin)

Deney Sonu

] |

123 ug/ kg G-CSF (i.p., giin)

10 Haftalik digi
BALB/c ya da
C57BL/6)
n=5/grup

— Son dozdan 6 saat sonra

Son dozdan 2saat sonra

Figiir 2. BALB/c ve C57BL/6j farelerde farkli HKH mobilizatorlerinin etkilerinin karsilastirilmasi

BALB/c ve C57BL/6j farelerin kontrol gruplarina PBS i.p yol ile uygulanirken, AMD3100 (5 mg/kg) ve G-CSF (123 ug/kg) ¢alisma
gruplarina giinde bir defa 5 giin uygulanmistir. G-CSF’nin son dozundan 6 saat, AMD3100 1n son dozundan 2 saat sonra olacak

sekilde gruplardaki farelerin periferal kanlari toplandh.

KONTROL GRUBU

AMD/G-CSF GRUBU

Figiir 2. Hematopoetik K6k Hiicre Koloni Analizinde Sayilan Koloni Tiirlerinin Ornek Gorselleri

Koloni analizinde sayilan kolonilerin kontrol ve deney gruplarimin bazilarmmin gorselleri.( Burst-forming birim-eritrosit (BFU-E),
Koloni-Olusturan birim-graniilosit (CFU-G), Koloni-Olusturan birim-makrofaj (CFU-M) ve Koloni-Olusturan birim-graniilosit-

makrofaj (CFU-GM))

G-CSF ile HKH mobilizasyonu sonrasi tiimér
bilyiimesinin syngeneik modelleme ile
arastirilmasi

G-CSF ile HKH mobilizasyonu sonrasinda tiimor
bliylimesinin izlenmesi i¢in 8 disi (BALB/c) fareleri,
her bir grupta 10 fare olacak sekilde 5 giin boyunca
i.p olarak PBS ya da 123 pg/kg dozunda G-CSF

Giln: 1 2 3

Gz

G-CSF 123 (pg/ kg, i.p. gin)

enjekte edildi. Son enjeksiyondan 6 saat sonra 3x10*
adet 4T1 LUC BONE triple negatif fare meme
kanseri  hiicresinin  intrakardiyak  enjeksiyonu
gerceklestirildi. Haftada 1 ya da 2 defa IVIS ile
timor gelisimi gozlendikten sonra, tiimdrlerin hizlt
gelismesinden dolayr biitiin hayvanlar 14. giinde
sakrifiye edilip deney sonlandirildi (Figiir 4).

5 Deney Sonu: 15

IVIS (Haftada 1-2x)

8 haftalik disi BALB/c
n=10/grup.

f

Son G-CSF enjeksiyonundan 6 saat

sonra 3 x 104471 LUC BONE

hicresinin i.c. enjeksiyonu

Figiir 3. G-CSF uygulamasi sonrasi syngeneik modelde tiimor gelisimi

BALB/c farelere 5 giin boyunca G-CSF (123 ug/kg) veya PBS uygulanmistir. Ardindan 3x10* adet 4T1 meme kanseri hiicresi
intrakardiyak enjeksiyonla verilmistir. Tiimor gelisimi IVIS ile takip edilmis, tiim hayvanlar 14. giinde sakrifiye edilmistir.
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In-Vivo Goriintiileme Sistemi

Timor model ¢aligsmalarinda kullanilan biitiin hiicre
hatlar1 atesbocegi liisiferin geni ile transfekte
edilmesi sebebiyle tiimor Dbiylimesi In-Vivo
Goriintiileme Sistemi (IVIS) LUMINA I (Calliper
Life Sciences) ile takip edilmistir. Gorilintiileme
yapilmadan 5 dakika once biitiin hayvanlar deri alt1
enjeksiyon ile 100 pl D-Lisiferin (30 mg/kg)
enjekte edilmistir. Biitiin islemler hayvanlar %2-3
izofluran (Zoetis, Birlesik Krallik) ile anestezi
altindayken gerceklestirilmis, goriintiiler Living
Image Software (Calliper Life Science) ile
incelenerek tiimdr gelisimi takip edilmistir.

Istatistiksel Analiz

Bu calismadan elde edilen biitiin veriler GraphPad
Prism (v8.0) kullanlarak gorsellestirilmis ve
KONTROL

AMD3100

ARKA

ON

standart t-testi ve Mantel-Cox (Log-Rank) analizleri
ile istatistiksel olarak anlamli  farkliliklar
aragtirllmistir. Bu anlamli farklilik derecesi p<0.05
(*), p<0.01 (¥*), p<0.001 (*¥**) ve p<0.0001 (****)
olarak gosterilmistir.

3. Bulgular

Ksenograft  Deney Tiimor

Gelisiminin Gozlenmesi

Diizeneginde

Deney sonunda kontrol ve AMD3100 gruplan
arasinda hem genel timdr adeti (kontrol 0.14400.38,
AMD: 0.38 =+ 0.51, p:0.35) hem de arka
ekstremitelerindeki tiimor adeti (kontrol 2.13+1.25,
AMD: 2.5 £ 1.69, p:0.62) arasinda istatistiksel
anlaml1 bir fark goriilmemistir (Figiir 5).

ARKA
EKSTREMITE
KEMIKLERi

KONTROL AMD3100

Figiir 4. Ksenograft modelde deney sonunda elde edilen TVIS goriintiileri

Solda kontrol, sagda AMD3100 grubu olmak iizere arka (iist) ve on (alt) pozisyonlardan alinan IVIS goriintiileri sunulmustur. Alt

ekstremite kemiklerinde tiimor yayilimi gorsellestirilmigtir.

Ancak deney sonunda boyutlar1 ya da genel timdr
ve kemikteki timdr sayilar1 arasinda hicbir fark
goriilmemesine ragmen, gergeklestirilen Mantel-Cox

analizi sonuglarina gore; AMD3100 ile 6ncesinde
HKH uzaklagtinlmis grupta arka ekstremitede
gozlemlenen tiimorler ortalama 21. giinde tespit
edilirken, kontrol grubunda 39. giinde tespit
edilmistir (p:0.023) (Figiir 6).
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A) Alt Ekstremite Tlmdr Gelisimi

g

z

Z 100+

S 90

3 s0-]

7 101 i AMD3100

% %71 o xoxtror *
3 50

= 40 I

5 30+ N

£ 0.02 i
= 204 poas

£ 104

E T T T T T T T T T T 1
Z 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
2 GUNLER

B) Toplam Tiimor Geligimi

[l
-
1

Tiimérsiiz Hayvan %'si
1

4- AMD3100
50 - —— KONTROL

T T 1T 1. T 1 1 17T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S50 55

1

GUNLER

Figiir 5. Ksenograft modelde tiimorlerin ilk tespit zamanina gore gelisim grafikleri

A) AMD3100 grubunda alt ekstremite tiimorleri, kontrol grubuna kiyasla daha erken donemde saptanmugtir (p = 0.023, Mantel-Cox
analizi). B) Toplam tiimor geligimi agisindan anlamli fark gézlenmemistir.

Syngeneik tiimor deney modeli icin tiir ve ajan
secimi

AMD3100 ve G-CSF farkli yollardan HKH’leri
kemik iliginden kana gecirirler. BALB/c ve
C57BL/6j fare tiirlerinin hem AMD3100 hem de G-
CSF uygulandiktan sonra periferal kandan elde
edilen koloni sayilarina gére. BALB/c’de AMD3100
(11.03 = 4.74) ve G-CSF (33.73 £ 16.96) kontrole
(1.7 £ 0.97) oranla istatistiksel bir farkla HKH sayis1
gosterirken (pampzioo-kontroL: 0.0026, Pe.csr-konTroL:
0.0029), G-CSF grubunda AMD3100’¢ gore daha
(;Ok HKH kolonisi bulundu (pAMDSlOO-G-CSF: 00204)
(Figilir 7A). C57BL/6j tiirtinde ise; AMD3100 (11.94

+5.9) ve G-CSF (14.1 £ 3.52) kontrole (0.47 £ 0.38)
oranla istatistiksel bir farkla HKH sayis1 gosterirken
(Pampai0o-konTrRoL: 0.002, Po.csr-kontrRoL: <0.0001),
birbirleri arasinda anlamli bir farka rastlanmadi
(pAMD3100—G—CSF: 049) (Flgur 7B) BALB/c’de G-CSF
bariz bir sekilde AMD3100’den daha fazla
HKH’sini mobilize edebildigi icin, C57BL/6j ve
BALB/c  karsilagtirmasinda  G-CSF  degerleri
yiizdesel bir bi¢imde normalize edilerek hangi tiirde
daha ¢ok etkili oldugu incelendi. Sonuglar G-
CSF’nin BALB/c (33.73 £+ 16.96) tiiriinde C57BL/6j
(14.1 + 3.53) tiirtine kiyasla daha fazla HKH’yi
mobilize ettigi saptanmustir (p:0.035) (Figiir 7C).

A) BALB/c B) C57BL/6j = C) G-CSF
- *k = H g
5- 5 = |—| ns : : |_|
= . <
3] Q o =eg
= = = E .
£ £ = E
E E s 8 .
= = - 1
g £ -
5 H « 20 !
z z » O
3 = -
b z r
E 3 P 3
iz Z H

Figiir 6. BALB/c ve C57BL/6j farelerde HKH mobilizasyonuna yonelik koloni analizleri

A) BALB/c farelerde G-CSF grubu, kontrol ve AMD3100 gruplarina gére anlamli sekilde daha fazla koloni olusturmugstur (p <0.01).
B) C57BL/6j farelerde her iki ajan kontrol grubuna gore etkili olmus, ancak aralarinda fark bulunmamistir. C) Normalize degerler,
G-CSF’nin BALB/c farelerde daha etkili oldugunu gostermistir (p = 0.035).
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Syngeneik Deney Tiimor

Gelisiminin Gozlenmesi

Diizeneginde

BALB/c ile G-CSF ajam arasinda HKH mobilize
analizi icin istatistiksel anlamli bir sonu¢ bulundu,
bu sebeple G-CSF ile kemik iliginden uzaklastirilan
HKH’lerin yerine fare triple negatif meme kanseri

KONTROL

G-CSF

ARKA

ON

hiicre hatt1 olan 4T1 LUC BONE ile kemik metastaz
modeli kuruldu. Oldukga agresif ve kemik arayan bir
hiicre hatt1 olan bu model, sadece iki hafta igerisinde
deney diizenegindeki farelerin yarisinda siddetli
olarak metastaz gosterdi. Ozellikle akciger metastazi
yogun karsilagildigi igin etik sebepler gozetilerek
deney erken sonlandirildi (Figiir 8).

AKCIGER

KONTROL

ARKA
EKSTREMITE
KEMIKLERI

KONTROL

Figiir 8. Syngeneik modelde deney sonu IVIS goriintiileri

Solda kontrol, sagda G-CSF grubu IVIS gériintiileri arka (iist) ve on (alt) pozisyonlarda sunulmustur. Diseksiyon sonrasi akciger ve
kemik dokularinda metastaz gozlenmigtir.

Ancak bu kisa siirede bile, ksenograft modeline
benzer bir sonu¢ gozlendi. G-CSF ajan1 uygulanmis
gruptaki farelerin genel timor gelisimi ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel fark tespit edilemese de

alt ekstremite kemiklerinde tiimor goriilmesi kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak daha anlamli
bulundu (Kontrol: 3/10 hayvan, G-CSF: 8/10
hayvan) (Figiir 9).

A) Alt Ekstremite Timér Geligimi

- G-CSF
= CONTROL

Arka Ekstremite Tiimorii goriilmeyen hayvan %'sl
" »

DAYS

B) Toplam Tumér Geligimi

%'si

- G-CSF
= CONTROL

Tiimbrsiiz Hayvan

DAYS

Figiir 7. Syngeneik modelde tiimor gelisim zamanlamasi

G-CSF grubunda alt ekstremite kemiklerinde tiimér saptanma orant kontrol grubuna gore yiiksektir (G-CSF: 8/10, Kontrol: 3/10; p
=0.0381). B) Toplam tiimor gelisimi agisindan gruplar arasinda anlaml fark izlenmemistir.
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4. Tartisma ve Sonu¢

Bu ¢alismada, hematopoetik kdk hiicrelerin (HKH)
kemik mikro ¢evresinden uzaklastirilmasinin timor
gelisimi iizerindeki etkileri arastirilmistir. HKH’lerin
metastatik nis olusturma siirecindeki potansiyel
rolleri, tiimor hiicrelerinin kemik iliginde kolonize
olmasini nasil etkiledigi ve bu siirecin ksenograft ile
syngeneik fare modellerinde nasil farklilik gosterdigi
incelenmistir. Arastirma, CXCR4 antagonisti olan
AMD3100 ve G-CSF  kullanilarak ~HKH
mobilizasyonunun saglanmasinin, timdr yayilimi ve
metastaz lizerindeki etkilerini degerlendirmek {izere
tasarlanmistir.

Ortamdan
Uzerine

Hematopoetik Kok Hiicrelerin
Uzaklastirilmasinin  Tiimér Gelisimi
Etkileri

HKH’ler kemik iligi igerisinde endosteal nig
yapisinin temelini olusturan hiicrelerden biridir ve

aynt zamanda meme  kanserinde  kemik
metastazinda, timoriin - kemige tutunmasi ve
gelismesinde etkili bir rolii olabilecegi ©One

striilmektedir [4]. Daha onceki fare c¢alismasinda
HKH’lerin AMD3100 kullanilarak  ortamdan
uzaklastirildig1 zaman endosteal nise metastaz olmus
meme kanseri sayisinda artis gozlenmistir [8]. Bu
caligmada da benzer yontem takip edilerek, BALB/c
Nude fareleri 5 giin AMD3100 uygulandiktan sonra
insan meme kanserinin intrakardiyak enjeksiyonu ile
ksenograft deney diizenegi kuruldu ve elde edilen
sonuglar gosterdi ki hastaligin ilerleyen agamasinda
timor gelisimleri benzer olmasma ragmen,
AMD3100 uygulanmis grupta kemik metastazlari
anlamli olarak daha dnce gozlemlendi.

Literatiirde buna benzer c¢alisma bulunmamasina
ragmen AMD3100 ve G-CSF sadece kok hiicre
naklinde degil [20,21] ayn1 zamanda losemi gibi
kanser tiirlerinde tedavi arasinda HKH miktarini
cogaltmak i¢in kullanilmakta ve bunun son
donemlerde tedaviye yanitta kotli bir etki biraktigi
rapor edilmektedir [22]. Ancak CXCL4 yolagmin
kat1 tiimorler ve l6semi {iizerindeki mobilize etme
etkileri ~ gosterilmistir [23]. Bu c¢alisma ve
literatiirdeki bilgiler 1s18inda klinikte kullanilan
kanser tedavileri arasinda kemik iligindeki HKH’leri
toparlamak amaciyla kullanilan bu ajanlarm ayni
zamanda olas1 kanser dormansi tetiklenmesi ya da
primer kanserin (varsa ya da kaldiysa) kemik
dokusuna metastazinin arttirma ihtimalleri goz
onlinde bulundurulmalidir. Ancak kemik iliginde
dormansi  halinde korunakli bulunan kanser
hiicrelerinin aktif hedeflenmesi ve hemen ardindan
kemoterapi uygulanmasi gibi yeni yaklagimlar da
ileriki ¢aligmalarin konusunu olusturabilir. Her iki

durumda da hem  HKH’lerin hem de
CXCR4/CXCL12 iligkisinin kemik metastazindaki
O6nemi yine bu calisma ile alt1 ¢izildi.

Syngeneik Fare Modeli Secimi ve Endosteal
Nisteki Hematopoetik Kok Hiicre Miktarimin
Tiimoér  Gelisimine Etkisinin Syngeneik
Modeldeki Etkileri

Literatiirde syngeneik fare modellerinin meme
kanseri ve  Ozellikle kemik  metastazinda
kullanilmasini kapsayan pek ¢ok caligma ve derleme
bulunmaktadir [24-26]. Bu caligmalarin en 6nemli
ortak Ozelligi bagigiklik sisteminin etkisinin de
deney diizeneginde incelenmesidir. Ksenograft
modeller ile incelenemeyen etki, tam olarak insan
bagisiklik yamitint  gdsteremese de syngeneik
modeller ile bu etkinin analizine
yaklasilabilmektedir. Tabi her hipoteze gore model
olusturulmasi1 gerekse de HKH’lerin ayni zamanda
bagisiklik hiicreleri olan B, T, NK Hiicreleri,
Notrofil, Bazofil, Makrofaj gibi pek c¢ok tipinin
olusumuna etkisi oldugu da diisiiniiliince,
bagisikligin varlik durumu goéz ardi edilmemesi
gereken bir konu olmaktadir [27,28].

Daha 6nce amaci kanser aragtirmalar ya da HKH
ile kanserin iligkisinin incelenmesi i¢in syngeneik
bir model olusturulmamis olsa da temel kok hiicre
aragtirmalar1 insanda kullanilan AMD3100 ve G-
CSF gibi ajanlarin fare tiirleri iizerinde etki
gosterdigini ortaya koymustur. Lee ve arkadaslari
(2014), hem AMD3100 hem de G-CSF’in en sik
kullanilan iki fare tiriinde de (C57BL/6j ile
BALB/c) basarilit bir bicimde HKH’lerin periferik
kana mobilize edildigini gostermislerdir [29]. Bu
gerceklestirilen c¢alismanin sonuglari da her iki
ajaninda mobilize edici etkisini gostermistir. Bu
caligma ile Lee ve arkadaslarimin (2014)
calismasimin sonuglar1 karsilagtirildiginda, G-CSF
BALB/c i¢in daha iyi bir mobilizer oldugu iki
calismada da gosterilmis ancak farkli olarak Lee ve
arkadaslarinin = (2014) calismasinda C57BL/6j
tirinde AMD3100 daha etkili bir ajan oldugu
gosterilmistir [29]. Bu ¢alismada C57BL/6; tiirii i¢in
AMD3100 ve G-CSF arasinda anlamli bir fark
gozlemlenemedi. Bu iki ¢alismanin sonuglarina
gore, daha fazla HKH hareketi hedeflendiginde,
syngeneik model olarak BALB/c tiirii secilmelidir.
Ayrica  BALB/c ksenograft modelde kullanilan
BALB/c Nude ile de ayni tiirlin farkli fenotipleridir.
Bu yiizden iki fenotipin karsilagtirilma imk&m da
yaratmaktadir. Bu ylizden bu ¢aligmanin hipotezi
icin en uygun model BALB/c — G-CSF cifti
secilmigtir.
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Hali hazirda agresif bir yayilma gosteren triple
negatif meme kanseri, syngeneik fare modelinde
ksenograft modele gore daha da hizli ve agresif bir
tutum sergilemistir. Aralarindaki en temel farklardan
biri de insan meme kanseri hiicreleri daha ¢ok kemik
dokusuna metastaz ederken, fare meme kanserleri
oncelikli olarak akcigerlere metastaz etmeleridir
[25]. Ayn1 zamanda fare meme kanseri hiicresinin
insan meme kanseri hiicresinin aksine &strojenden
etkilenmedigi de goz Onilinde bulunduruldugunda
timor gelisimi daha hizli gergeklesmistir [24,25]. Bu
calismada da syngeneik modelde agirlikli olarak
hizli bir akciger metastaz1 gorilmistir. Buna
ragmen ksenograft deneydeki sonuglardan farkli
olarak, G-CSF ajan1 uygulanmis grupta anlamli
olarak daha fazla alt ekstremite tlimori kesfedildi.
Ancak devaminda kontrol grubunda da yine
ksenograft gibi benzer bir sonradan kemik metastazi
olusumu, yogun akciger metastazindan dolay1 deney
hayvanlar etigi 6n planda tutularak incelenemedi.
Dolayisiyla benzer tiimorler gosterip gdstermeyecegi
bilinilmese de G-CSF uygulanan grupta erkenden
kemik tiimorii gozlenmistir.
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