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Hipoksik Meme Kanseri Hiicreleri, Tumor Agresifligine Bagh Olarak

DRG Akson Uzamasini Modiile Eder

Hypoxic Breast Cancer Cells Modulate DRG Axon Outgrowth

in a Tumor Aggressiveness-Dependent Manner
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Giris ve Amag: Tumér-noron etkilesimleri, kanserin ilerlemesi, invazyonu
ve metastazinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu calismada, meme
kanserinde timor agresifligi ve hipoksinin néronal yeniden yapilanma
tizerindeki etkilerinin arastiriimasi amaglanmistir.

Yontem: Yuksek metastatik potansiyele sahip 4T1 ve daha az agresif
EMT6 meme kanseri hucreleri ile bu htucrelere ait kosullandiriimig
ortamlarin, normoksik ve hipoksik kosullar altinda dorsal kék ganglionu
(DRG) akson uzamas uizerindeki etkileri incelendi. Toplam sekiz deney
grubu analiz edildi. Akson uzunluklari Neuron] yazilimi kullanilarak Gg
bagimsiz deneyde 6lciildi. statistiksel analizler tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve Tukey post-hoc testi ile gerceklestirildi.

Bulgular: Normoksik kosullar altinda 4T1 hicrelerinin en belirgin akson

ABSTRACT

uzamasini induikledigi gozlendi. Hipoksi ise tim deney gruplarinda néral
uzanti gelisimini baskiladi. Ayrica, yalnizca kosullandiriimis ortamlarin
dogrudan ko-kilttrlere kiyasla daha zayif etkiler olusturdugu belirlendi;
bu durum, dogrudan hiicre-hticre etkilesimlerinin nemini ortaya koydu.

Sonug: Bu calisma, timér agresifligi ve oksijen diizeylerinin meme
kanserinde noronal yeniden yapilanmay: farkli sekillerde dizenledigini
gostermektedir. Elde edilen bulgular, timoér-néron etkilesiminin
meme kanseri tedavisinde potansiyel bir terapétik hedef olabilecegini
distindtirmektedir.

Anahtar Sézcukler: Akson uzamasi, arka kok ganglionu (DRG), hipoksi,
meme kanseri, néGron-timar etkilesimi, timaor mikrogevresi

Introduction: Tumor-nerve interactions play a critical role in
cancer progression, invasion, and metastasis. However, how tumor
aggressiveness and hypoxic conditions influence neuronal remodeling
remains incompletely understood in breast cancer.

Methods: This study investigated the effects of highly metastatic 4T1
and less aggressive EMT6 breast cancer cells, as well as their conditioned
media, on dorsal root ganglion (DRG) axon elongation under normoxic
and hypoxic conditions. Eight experimental groups were analyzed. Axon
lengths were quantified using Neuron] software in triplicate experiments.
Statistical analyses were performed using one-way ANOVA followed by
Tukey’s post-hoc test.

Results: Under normoxic conditions, 4T1 cells induced the most

pronounced axon elongation compared to EMT6 cells and control
groups. In contrast, hypoxia consistently suppressed neurite extension
across all experimental conditions. Additionally, conditioned media
alone exerted weaker effects than direct co-culture systems, indicating
the importance of juxtacrine signaling and direct cell-to-cell interactions
in tumor-neuron communication.

Conclusion: These findings demonstrate that tumor aggressiveness and
oxygen availability differentially regulate neuronal remodeling in breast
cancer. The results highlight neuron-tumor crosstalk as a potential
therapeutic target in breast cancer progression.

Keywords: Axon elongation, breast cancer, dorsal root ganglia (DRG),
hypoxia, neuron-tumor interaction, tumor microenvironment
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GiRiS

Sonyillarda elde edilen bulgular, periferik sinir sisteminin yalnizca duyusal
iletimde gorev alan bir yapi olmadigini, ayni zamanda tumér olusumu,
ilerlemesi ve tedaviye yanit tizerinde etkili olan kanser biyolojisinin aktif
ve ayrilmaz bir bileseni oldugunu giderek daha fazla ortaya koymaktadir
(1). Kanser-sinir etkilesimleri, 6zellikle timér kaynakli aksonogenez ve
perindral invazyon gibi mekanizmalar araciligiyla hastaligin biyolojik
davranisini belirleyen kritik faktorler olarak giderek daha fazla ilgi
gormektedir (2). Bu suiregler, neoplastik hiicreler ile sinir yapilari arasinda

gerceklesen dinamik ve cift yonla bir iletisimi yansitmakta olup, hem
timor progresyonu hem de néral plastisite agisindan énemli sonuglar
dogurmaktadir (3).

Meme kanseri, tlimoér progresyonunun nérobiyolojik  boyutlarinin
arastinlmasi icin klinik agidan uygun bir model sunmaktadir (4). TUmor
kaynakli norotrofik mediyatérler ve akson kilavuzluk moleklleri, sinir
uzantilarinin timér mikrogevresine dogru biyiimesini tesvik edebilirken,
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One Cikan Noktalar

* Yuksek metastatik meme kanseri hiicreleri DRG akson
uzamasini artirir.

» Hipoksi, tiim gruplarda néral uzanti gelisimini baskilar.

* Dogrudan timor-néron temasi, kosullandiriimis
besiyerinden daha etkilidir.

» Tumor agresifligi, néron-tiimor etkilesimini farkh sekilde
diizenler.

buna karsilik néral sinyalizasyon da tumor proliferasyonu, invazyonu,
anjiyogenez ve tedavi direncine katkida bulunmaktadir (5). Bu karsilikli
etkilesim, noral yeniden yapilanmanin timaér-konak etkilesimlerinin temel
ancak halen yeterince arastirilmamis bir bileseni oldugunu gostermektedir.

Preklinik meme timori modelleri, timér agresifliginin néral yanitlan
nasil etkiledigine iliskin mekanistik bilgiler saglamaktadir (6). Yiksek
metastatik potansiyele sahip 4T1 hicre hatti belirgin nérotrofik aktivite
gostermekte ve agresif Ucli negatif meme kanserini basarili bir sekilde
modellemektedir (7). Buna karsilik EMT6 hucreleri daha dustk agresiflik
gosteren ve hormonal tedavilere daha duyarli bir fenotipi temsil
etmektedir (8). Bu iki modelin karsilastirmali olarak incelenmesi, néronal
buytime ve plastisite tizerindeki alt tip spesifik etkilerin ortaya konulmasi
acisindan énemli bir firsat sunmaktadir (9).

Tumor mikrogevresinin karakteristik 6zelliklerinden biri olan hipoksi,
hem tumoér biyolojisinin hem de noral yanitlarin sekillenmesinde kritik
bir rol oynamaktadir (10). Hipoksiye bagli sinyal yolaklarinin aktivasyonu
araciligiyla hipoksik stres; nérotrofik faktorlerin, anjiyojenik mediyatérlerin
ve akson kilavuzluk molekiillerinin ekspresyonunu dizenleyerek néronal
yeniden yapilanmayi baglama 6zgu sekilde etkileyebilmektedir (11).
Bununla birlikte, meme kanserinde hipoksinin tumér-sinir etkilesimleri
Uzerindeki etkisi hentz tam olarak aydinlatilamamistir (12).

Bu calismada, normoksik ve hipoksik kosullar altinda 4T1 ve EMT6
meme kanseri hicreleri kullanilarak olusturulan dogrudan ko-kultir ve
kosullandirilmis besiyeri deney modellerinde dorsal kék ganglionu (DRG)
norit uzamasi kantitatif olarak degerlendirildi. Bu deneysel yaklasim,
timor agresifligi ile mikrocevredeki oksijen diizeyinin néronal yeniden
yapilanma sireglerini nasil etkilediginin sistematik olarak arastiriimasina
olanak saglamistir.

Agresif tumor fenotiplerinin  daha gucli nérotrofik  sinyalizasyon
sergiledigini ve hipoksik strese farkli yanitlar verdigini gosteren mevcut
kanitlar dogrultusunda, hipoksik meme kanseri hicrelerinin DRG akson
uzamasini timor agresifligine bagli olarak farkli bigimlerde duzenledigi
hipotezini ortaya koyduk. Ozellikle, yiiksek metastatik potansiyele sahip 4T1
hticrelerinin, daha dustk agresiflik gésteren EMT6 fenotipine kiyasla norit
uzamasl Uzerinde daha belirgin duizenleyici etkiler olusturacagini ve bunun
hem parakrin hem de dogrudan hiicre temasi araciligiyla gerceklesen alt
tipe 6zgli tumor-sinir etkilesim mekanizmalarini yansittigini ngérduk.

YONTEM

Bu calismada, istanbul Medipol Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden temin edilen eriskin disi Beta Ill-Tubulin-GFP transgenik
fareler (sus 4779; 6-8 haftalik; n=10) kullanildi. Tum deneysel proseddrler,
deney hayvanlarinin bakim ve kullanimina iliskin kurumsal etik kurallar
dogrultusunda gergeklestirildi.

Hayvanlar derin anestezi altinda 6tenazi edildikten sonra dorsal kok
ganglionlari (DRG) steril kosullar altinda mikrocerrahi teknikler kullanilarak
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dikkatlice izole edildi. Dorsal kok ganglionu dokulari %1 kolajenaz
cozeltisi icerisinde 45 dakika inkiibe edildi ve ardindan Hanks Dengeli
Tuz Cozeltisi (HBSS) ile ti¢ kez yikandi. Daha sonra dokular, Neurobasal A
(NBA) ortaminda hazirlanmis %0,25 tripsin (%10 ¢alisma c¢ozeltisi) ile 15
dakika inkube edildi ve pipet yardimiyla nazikge pipetlenerek mekanik
olarak ayristirildi. Mekanik ayristirmanin ardindan hticre agregasyonunu
onlemek amaciyla hticre stuspansiyonuna %0,1 DNaz eklendi. N&ronal
saflastirma Percoll yogunluk gradyani santrifji ile gerceklestirildi ve elde
edilen primer DRG néronlari poli-L-lizin ve laminin ile kaplanmis kalttr
kaplarina ekildi. Hucreler, B27, L-glutamin ve penisilin/streptomisin ile
desteklenmis Neurobasal A besiyerinde, %5 CO, iceren nemlendirilmis
inktibatérde 37°C'de kdlture edildi.

Farkli metastatik potansiyele sahip fare meme kanseri hiicre hatlari olan
ylksek metastatik 471 ve daha dustik agresif 6zellik gosteren EMT6
hucreleri standart kultur kosullarinda cogaltildi. Dogrudan ko-kultur
deneylerinde, néronlarin kiltir ylizeyine tutunmasini takiben kanser
hucreleri ayni kulttr kuyularina eklenerek tumor hicreleri ile DRG
néronlarr arasinda dogrudan hiicre-hiicre temasi sagland.

Parakrin etkilerin degerlendirilmesi amaciyla, kanser hiicrelerinden 24
saatlik kultir sonunda elde edilen kosullandiriimis besiyerleri hucresel
artiklarin uzaklastirilmasi icin santriftj edildi ve timoér hucreleri ile
néronlar arasinda dogrudan fiziksel temas olmaksizin DRG néron
kilturlerine uygulandi.

Deney gruplari; yalnizca DRG néronlari (kontrol), 4T1 hiicreleri ile ko-
kiltire edilen DRG néronlari, 4T1 kosullandiriimis besiyeri uygulanan
DRG noronlar, EMT6 hicreleri ile ko-kilture edilen DRG noéronlari
ve EMT6 kosullandinimis besiyeri uygulanan DRG néronlarindan
olusturuldu. Her deney grubu hem normoksik (%21 O,) hem de hipoksik
kosullarda degerlendirildi. Hipoksi, kontrollti bir hipoksi kabininde
hicrelerin %1 O, ortaminda alti saat inkiibe edilmesiyle olusturuldu.

Norit uzamasi, Blll-tubulin pozitif néronlarda GFP ekspresyonuna dayal
floresan mikroskopisi kullanilarak degerlendirildi. Her deney grubu igin
rastgele secilen 10 mikroskobik alandan goruntuler elde edildi. Akson
uzunluklari Neuron] yazilimi kullanilarak 6l¢iildi ve tim deneyler tg
bagimsiz biyolojik tekrar halinde gerceklestirildi.

istatistiksel analizler GraphPad Prism strim 10 yazihmi kullanilarak
yapildi. Veriler tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ve ardindan
Tukey coklu karsilastirma post hoc testi ile analiz edildi. Sonuglar ortalama
+ ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak ifade edildi ve p <0,05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

ChatGPT, yalnizca metnin dil diizenlemesi amaciyla kullanilmis olup,
calismanin bilimsel icerigi, veri analizi, yorumlanmasi veya sonuglar
Uzerinde herhangi bir etkisi olmamistir.

BULGULAR

Dorsal kok ganglionu nérit uzamasi; timor alt tipi, etkilesim modeli
ve mikrogevredeki oksijen dizeyinden anlaml sekilde etkilendi.
Normoksik kosullar altinda (%21 O,), EMT6 kosullandiriimis besiyerine
maruz birakilan DRG néronlarinda akson uzamasi, hem EMT6 ko-kdiltir
grubuna hem de kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha fazlaydi
(Sekil 1). Buna karsilik, EMT6 ko-kultur grubu ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir farkhlik saptanmadi. Benzer bir bulgu agresif 4T1 modelinde
de gozlendi. Bu modelde kosullandiriimis besiyeri, hem ko-kulttir hem
de kontrol gruplarina gére nérit uzamasini anlamli diizeyde artirirken,
dogrudan ko-kultur grubu ile kontrol grubu arasinda anlamlh bir fark
bulunmadi (Sekil 2). Bu bulgular, normoksik kosullar altinda tumor
kaynakli ¢ozunur faktorlerin nérit uzamasini desteklemede baskin rol
oynadigini gbstermektedir.
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Sekil 1. Normoksik kosullar altinda EMT6 ko-kulttrd,
EMT6 kosullandiriimis besiyeri ve kontrol gruplarinda DRG
ns akson uzunlugunun karsilastirilmasi

Normoksi Altinda Akson Uzunlugu Karsilastirmasi

=

8000 Aok

Primer DRG néronlari tek basina (kontrol), EMT6 meme
kanseri hiicreleri ile dogrudan ko-kiltur halinde veya
7000 normoksi (%21 OK) kosullarinda EMT6 hiicrelerinden elde
edilen kosullandiriimis medyuma maruz birakilarak kilttire
edildi. Akson uzunlugu olctldi ve gruplar arasindaki
6000 istatistiksel karsilagtirmalar, tek yonli ANOVA ve ardindan
Tukey post hoc testi kullanilarak gerceklestirildi. EMT6
kosullandiriimis medyumu, hem EMT6 ko-kiltir hem
de kontrol grubuna kiyasla akson uzunlugunu anlamli
duzeyde artirirken, EMT6 ko-kiiltir ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir fark gozlenmedi. Veriler, medyan (orta
cizgi), ceyrekler arasi aralik (kutu) ve minimum-maksimum
degerleri (biyiklar) gdsteren kutu-biyik grafikleri seklinde
sunuldu. **p < 0,01; **p < 0,007; ns, anlamli degil.
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Hipoksik kosullar altinda (%1 O,) etkilesim dinamikleri degisiklik gosterdi.
EMT6 modelinde hem ko-kultir hem de kosullandiriimis besiyeri
uygulamasi, kontrol grubuna kiyasla akson uzunlugunu anlamli diizeyde
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Sekil 4. Hipoksik kosullar altinda 4T1 ko-klturd,
4T1 kosullandiriimis besiyeri ve kontrol gruplarinda
DRG akson uzunlugunun karsilastiriimasi

Primer DRG néronlar  tek basina (kontrol),
ylksek metastatik potansiyele sahip 471 meme
kanseri hucreleri ile dogrudan ko-kiiltirde veya
4T1 hucrelerinden elde edilen kosullandiriimis
besiyerine maruz birakilarak hipoksik kosullarda
(%1 0,) kilture edildi. Akson uzunluklari 6lculd
ve gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar
tek yonlu varyans analizi (One-way ANOVA)
ve ardindan Tukey post hoc testi kullanilarak
gerceklestirildi. Hem 4T1 ko-kdltir grubu hem
de 4T1 kosullandiriimis besiyeri grubu, kontrol
grubuna kiyasla akson uzunlugunu anlamli diizeyde
artirirken, ko-kultir ile kosullandiriimis besiyeri
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi. Veriler, medyani (orta ¢izgi), ceyrekler
arasi aralig (kutu) ve minimum-maksimum
degerleri (byiklar) gésteren kutu-grafik (box-and-
whisker plot) olarak sunulmustur. **p<0,001;
ns: istatistiksel olarak anlamli degildir.

Sekil 5. Normoksik kosullar altinda EMT6 ve
4T1 meme kanseri modellerinde DRG akson
uzunlugunun karsilastirmali analizi

Primer DRG néronlari tek basina (kontrol), EMT6
veya yiiksek metastatik potansiyele sahip 4T1 meme
kanseri hticreleri ile dogrudan ko-kiltiirde ya da
her iki hticre hattindan elde edilen kosullandirilmig
besiyerine maruz birakilarak normoksik kosullarda
(%21 0,) kiltiire edildi. Akson uzunluklari &lculd
ve gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar tek
yonli varyans analizi (One-way ANOVA) ve ardindan
Tukey post hoc testi kullanilarak gerceklestirildi.
Hem EMT6 hem de 4T1 hiicrelerinden elde edilen
kosullandirilmis  besiyerleri, kontrol grubuna ve
ilgili ko-kdltur gruplarina kiyasla akson uzunlugunu
anlaml dizeyde artirdi. Buna karsin, EMT6 ve
4T1 ko-kiltir gruplar arasinda veya EMT6 ve
4T1 kosullandinimis besiyeri gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkllik saptanmadi.
Veriler, medyani (orta cizgi), ceyrekler arasi
araligi (kutu) ve minimum-maksimum degerleri
gosteren kutu-grafik (box-and-whisker plot) olarak
sunulmustur. **p<0,01; **p<0,001; ns: istatistiksel
olarak anlamli degildir.

Sekil 6. Hipoksik kosullar altinda EMT6 ve
4T1 meme kanseri modellerinde DRG akson
uzunlugunun karsilastirmali analizi

Primer DRG néronlar tek basina (kontrol), EMT6
veya yuksek metastatik potansiyele sahip 4T1 meme
kanseri htcreleri ile dogrudan ko-kiiltiirde ya da her
iki timor hiicre hattindan elde edilen kosullandiriimis
besiyerine maruz birakilarak hipoksik kosullarda
(%1 0,) kulttire edildi. Akson uzunluklari 6lctldi ve
gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar tek
yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ve ardindan
Tukey post hoc testi kullanilarak gerceklestirildi.
Kontrol grubuna kiyasla hem 4T1 ko-kaltur grubunda
hem de 4T1 kosullandiriimis besiyeri grubunda norit
uzamasl anlamli duzeyde artarken, EMT6 ile iliskili
deney gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmedi. Veriler, medyani (orta cizgi),
ceyrekler arasi araligi (kutu) ve minimum-maksimum
degerleri (biyiklar) gosteren  kutu-grafik  (box-
and-whisker plot) olarak sunulmustur. **p <0,01;
**p<0,001; ns: istatistiksel olarak anlamli degildir.

artirdi; ancak bu iki etkilesim modeli arasinda anlamli bir fark saptanmadi
(Sekil 3). Benzer sekilde, 4T1 modelinde de hem ko-kiiltir hem de
kosullandirnilmis besiyeri uygulamalari, hipoksik kosullar altinda kontrol
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Akson Uzunlugu (ym)

EMT6 Kosullarinda DRG Akson Uzunluklar (Normokii*\f Hipoksi) SD;IinSSzAISUt:Ir:gJ Ur;:?nndzzlﬁi';;r?“)delmde hipoksinin
8000
—_— Primer DRG néronlari, normoksik (%21 OR) veya hipoksik (%1
OK) kosullar altinda dogrudan EMT6 meme kanseri hiicreleri
000 . ile ko-kulture edildi veya EMT6 hiicrelerinden elde edilen
kosullandirimis besiyerine maruz birakildi. Akson uzunlugu
6000 Olctimleri, hipoksinin kosullandirilmis besiyeri araciligyla
uyarilan nérit uzamasini anlamli diizeyde azalttigini, buna
= 5000} karsin normoksik ve hipoksik ko-kultir kosullari arasinda
= istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigini gosterdi.
8o Normoksik ve hipoksik gruplar arasindaki istatistiksel
E 4000 karsilastirmalar, bagimsiz iki orneklemli iki kuyruklu t-testi
5 kullanilarak gerceklestirildi. Veriler, medyani (orta cizgi),
S 3000 ceyrekler arasi araligi (kutu) ve minimum-maksimum
2 — degerleri (biyiklar) gosteren kutu-biyik grafikleri olarak
< sunulmustur. *p < 0,05; **p < 0,001; ns, istatistiksel olarak
2000 T
anlamli degildir.
1000 + 5 + . .
o« o &ﬁﬁ oo
\'xde\e‘.\\ o we\eﬂ o \1¢f\\“°‘“\ es'\‘{e(‘\\“
6% <6 69 o ®
5 o “G,eﬂ‘ “G,a«“ “c,*‘“\
Sekil 8. 4T1 tumor-noéron etkilesim modelinde hipoksinin DRG akson
Akson Uzunlugu Karsilastirilmasi (Normoksi ve Hipoksi) uzunlugu tzerindeki etkileri
K
8000 r 1 Primer DRG noronlari, normoksik (%21 O,) veya hipoksik (%1 O,) kosullar altinda
x o dogrudan yuksek metastatik potansiyele sahip 4T1 meme kanseri huicreleri
7000 r H 1 ile ko-kiltiire edildi veya 4T1 hiicrelerinden elde edilen kosullandiriimis
besiyerine maruz birakildi. Akson uzunlugu 6lctimleri, normoksik ve hipoksik
&bio ko-kultur kosullar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini,

buna karsin kosullandiriimis besiyeri araciliglyla uyarilan nérit uzamasinin
oksijenlenme durumuna gére anlaml farklilik gosterdigini ortaya koydu.
Normoksik ve hipoksik gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar bagimsiz
iki 6rneklemli iki kuyruklu t testi kullanilarak gerceklestirildi. Veriler, medyani
(orta ¢izgi), ceyrekler arasi araligi (kutu) ve minimum-maksimum degerleri
gosteren kutu-grafik (box-and-whisker plot) olarak sunulmustur. **p<0,01; ns:
istatistiksel olarak anlamli degildir.

Akson Uzunlugu (ym)
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Sekil 9. EMT6 ve 4T1 meme kanseri
modellerinde hipoksinin timoér kaynakl
DRG akson uzamasi Uzerindeki farkl etkileri

Primer dorsal kok ganglionu (DRG)
noronlari, normoksik (%21 O,) veya hipoksik
(%1 0,) kosullar altinda dogrudan tiimor
hticreleri ile ko-kulture edildi ya da timor
hucrelerinden elde edilen kosullandiriimig
besiyerine maruz birakildi. EMT6 modelinde
hipoksi, kosullandiriimis besiyeri araciligiyla
induklenen  akson  uzamasini  anlamli
duzeyde azaltirken, normoksik ve hipoksik
ko-kulttur kosullari arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark gézlenmedi. Buna
karsilik, agresif 4T1 modelinde hipoksi,
kosullandirlmis besiyeri araciligiyla uyarilan
norit uzamasini orta diizeyde degistirirken,
hiicre temasina bagimli  timor-néron
sinyallesmesini  korudu. Normoksik ve
hipoksik gruplar arasindaki istatistiksel
karsilastirmalar bagimsiz iki 6rneklemli iki
kuyruklu t testi kullanilarak gerceklestirildi.
Veriler, medyani (orta cizgi), ceyrekler arasi
araligr (kutu) ve minimum-maksimum
degerleri gosteren kutu-grafik (box-and-
whisker plot) olarak sunulmustur. **p <0,01;
***p<0,001; ns: istatistiksel olarak anlamli
degildir
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grubuna gore norit uzamasini anlamli bicimde artirdi ve iki etkilesim
modeli arasinda benzer etkiler gozlendi (Sekil 4). Bu bulgular, hipoksinin
temas bagimli ve parakrin timoér-néron sinyalizasyonunun goreceli
katkisini degistirdigini dustindiirmektedir.

Normoksik kosullarda timor modellerinin dogrudan karsilastiriimasi,
hem EMT6 hem de 4T1 hicrelerinden elde edilen kosullandiriimis
besiyerlerinin, kontrol ve ilgili ko-kultur gruplarina kiyasla norit
uzamasini anlamli diizeyde artirdigini ortaya koydu. Bununla birlikte, ayni
etkilesim modeli icerisinde iki tumor alt tipi arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadi (Sekil 5). Buna karsin, hipoksik kosullar altinda nérit uzamasi
ozellikle agresif 4T1 modelinde belirgin olarak artarken, EMT6 ile iliskili
deney gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
artis gbzlenmedi (Sekil 6). Bu sonuglar, timor agresifliginin hipoksik strese
karsi gelisen néral yanitt modiile ettigini géstermektedir.

Model ici karsilastirmalar, hipoksinin EMT6 modelinde kosullandiriimis
besiyeri araciliglyla uyarilan nérit uzamasini anlamli diizeyde azalttigini,
buna karsin dogrudan ko-kultir aracihigiyla gergeklesen akson
uzamasinin degismeden kaldigini gosterdi (Sekil 7). Buna karsilik,
4T1 modelinde kosullandirilmis besiyeri ile indiklenen nérit uzamasi
normoksik ve hipoksik kosullar arasinda anlamh farklilik gésterirken,
ko-kultur yanitlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
saptanmadi (Sekil 8). Bu sonuglar, hipoksinin 6zellikle parakrin timaor
kaynakli nérotrofik sinyalizasyon yolaklarini secici olarak module
ettigini gostermektedir.

Tumdeney gruplarini kapsayan butiinlesik analiz, hipoksinin timér kaynakli
DRG aksonogenezini timoér agresifligine bagll olarak farkli sekillerde
etkiledigini dogruladi (Sekil 9). Ozellikle hipoksi, EMT6 modelinde temas
bagimli sinyalizasyonu etkilemeksizin kosullandirilmis besiyeri araciligyla
olusan nérit uzamasini belirgin sekilde baskilarken, 4T1 modelinde parakrin
etkileri orta duzeyde degistirmis, ancak dogrudan timoér-néron etkilesimi
ile gerceklesen akson uzamasini buyiik 6lctide korumustur.

Genel olarak bu bulgular, timér agresifligi, etkilesim modeli ve
oksijenasyon durumunun birlikte DRG nérit uzamasinin biyakliaguni
ve Oruntustni belirledigini gostermektedir. Tum deneysel kosullarda
DRG norit uzamasini gosteren temsili konfokal goruntiler Sekil 10'da
sunulmustur.

TARTISMA

Elde ettigimiz bulgular, timor agresifligi ile oksijenasyon durumunun
tumorle iliskili néral yeniden vyapilanmayi birlikte dizenledigini
gostermekte ve periferik sinir sisteminin (PSS) kanser progresyonunda
yalnizca pasif bir gézlemci degil, ayni zamanda aktif bir dizenleyici
oldugunu destekleyen kanitlari guiclendirmektedir (13). Normoksik
kosullar altinda 4T1 hicrelerinin DRG nérit uzamasini en gucli sekilde
artirmasl, yuksek metastatik potansiyele sahip ti¢li negatif meme kanseri
htcrelerinin bol miktarda sinir buytime faktora (NGF), beyin kaynakl
norotrofik faktor (BDNF) ve glial hiicre kaynakli nérotrofik faktor (GDNF)
salgiladigini; bu faktorlerin ise duyu néronlari tizerindeki TrkA, TrkB ve
RET reseptorlerini aktive ederek nérit filizlenmesini uyardigini gésteren
calismalarla uyumludur (14). Bu norotrofik sinyaller, SEMA3C, netrin-1 ve
ephrin-A ligandlari gibi akson kilavuzluk molekiilleri ile birlikte yalnizca
noronal gocu desteklemekle kalmamakta, ayni zamanda karsilikh
nérotransmitter salinimi yoluyla tumér hucrelerinin hareketliligini ve
invazyon kapasitesini de artirmaktadir (15).

Buna karsilik, hipoksi (%1 O,, alti saat) nérit biytimesini belirgin bicimde
baskilamistir. Bu bulgu, hipoksinin HIF-Ta ve HIF-2aw yolaklarini aktive
ederek hiicresel metabolizmay! glikolize y&nlendirdigini ve buna
paralel olarak nérotrofik faktorlerin salgilanmasini azalttigini bildiren
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Normoksi

Hipoksi

4T1 besiyeri ile
DRG noronlan

EMT6 besiyeri ile
DRG néronlari

4T1 hiicreleriile
DRG noronlan

EMTS6 hiicreleri ile
DRG noronlari

DRG noronlari

Sekil 10. Tim deneysel kosullar altinda dorsal kék gangliyonu (DRG) nérit uzamasini
gosteren temsilci konfokal gértintiler

Dorsal kék ganglionu néronlar, normoksik (%21 O,) veya hipoksik (%1 O,, alti saat)
kosullar altinda EMT6 veya 4T1 meme kanseri hucreleri ile dogrudan ko-kiltiirde ya
da bu hicrelerden elde edilen kosullandiriimis besiyerine maruz birakilarak kultiire
edildi. A-) panelleri, timor alt tipi, kultiir kosulu ve oksijenlenme durumunun her bir
kombinasyonunu temsil etmektedir. Olcek cubugu=20 um. Dogrudan hiicre-hiicre
temasi, kosullandiriimis besiyerine kiyasla daha belirgin nérit uzamasini desteklemis,
hipoksi ise tim deney gruplarinda akson uzamasini tutarli bir sekilde baskilamistir.

onceki calismalarla uyumludur (16). Ayrica hipoksi; SEMA3A, VEGF-A
ve ephrin-A5 gibi itici akson kilavuzluk molekillerinin ekspresyonunu
artirarak noéronal blytime konilerinin stabilitesini bozabilir ve nérit
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uzamasini sinirlandirabilir (17). Benzer mekanizmalar glioblastom ve
pankreatik adenokarsinom da déhil olmak tizere bircok kanser tiriinde
gosterilmis; hipoksik bolgelerde giicli anjiyojenik sinyallere ragmen
aksonogenezin azaldig bildirilmistir (18).

Calismamizin 6nemli bulgularindan biri de yalnizca kosullandiriimis
besiyerinin, dogrudan ko-kultire kiyasla daha sinirli dizeyde norit
uzamasina neden olmasidir. Bu durum, NCAMT, L1CAM ve integrinler
gibi hiicre yiizey adezyon molekdllerinin jukstakrin néron-timor
sinyalizasyonundaki kritik roltint ortaya koymaktadir (19). Bu adezyon
molekiilleri, ¢oziinir faktorlerin tek basina olusturamayacagi lokalize
parakrin gradyanlarin ve sinaps benzeri hicreler arasi etkilesimlerin
meydana gelmesini saglamaktadir (20).

4T1 hicrelerinin EMT6 hiicrelerine kiyasla daha guicli aksonogenez
olusturmasi, timér fenotipinin néral yeniden yapilanmayi belirledigini
gostermektedir. Bu bulgu, perinéral invazyon ve timér innervasyonunun
meme, pankreas ve prostat kanserlerinde erken niiks ve kotu sagkalimla
iliskili oldugunu gosteren klinik verilerle uyumludur (21). Ozellikle
sempatik innervasyonun adrenerjik sinyalizasyon yoluyla metastatik
yaylhmi artirdigi gosterilmistir (22). Bu nedenle tumor-sinir ekseni,
kanser hiicrelerinin yayilimini hizlandiran bir “metastatik otoyol” olarak
degerlendirilebilir.

Elde edilen bulgular, nérotrofik sinyal yolaklarinin (NGF/Trk, BDNF/TrkB),
akson kilavuzluk sistemlerinin (SEMA3-neuropilin, netrin-DCC) ve hiicre
adezyon molekdllerinin hedeflenmesinin timor kaynakli aksonogenezi
baskilayabilecegini ve metastatik progresyonu sinirlayabilecek yeni
tedavi yaklasimlari sunabilecegini dustindirmektedir (23,24). Noronal
ablasyon, f-adrenerjik blokaj ve semaforin-neuropilin inhibisyonu
uygulanan preklinik calismalarin timor buylUmesini ve metastazi
azalttigini gostermesi bu yaklasimi desteklemektedir (25). Bulgularimiz,
ozellikle mevcut tedavi seceneklerinin sinirli oldugu tcli negatif meme
kanserinde bu stratejilerin daha ayrintili arastirilmasinin énemini ortaya
koymaktadir.

Bu calisma, meme kanserine bagli akson rejenerasyonunun hem timor
alt tipi hem de tumor mikrogevresindeki oksijen diizeyi tarafindan
sekillendirildigini gostermektedir.

+  Normoksik kosullar altinda 4T1 hiicreleri, agresif ve nérotrofik
faktorlerden zengin fenotipleri sayesinde DRG nérit uzamasini guicli
sekilde uyarmaktadir.

+ Hipoksi, biiylk olasilikla HIF aracili metabolik yeniden
programlanma ve itici akson kilavuzluk molekdllerinin endiiksiyonu
yoluyla akson buytmesini stirekli olarak baskilamaktadir.

+ Maksimum norit uzamasi icin yalnizca salgilanan ¢oztnur faktorler
yeterli olmayip, dogrudan néron-timor temasi kritik Sneme sahiptir.

+  Tumor agresifligi noral yeniden yapilanma ile dogrudan iliskilidir ve
4T1 hucreleri pro-norojenik etkileri bakimindan surekli olarak EMT6
hiicrelerinden daha giiclu etki gostermektedir.

Bu bulgular, meme kanseri agresifliginin nérobiyolojik yonini ortaya
koymakta ve timor-sinir ekseninin umut verici bir terapétik hedef
olabilecegini gostermektedir. Gelecekte gerceklestirilecek; in vivo
uzunlamasina gorunttileme, néronal ablasyon ve NGF/Trk ile semaforin-
neuropilin yolaklarinin farmakolojik inhibisyonunu iceren calismalar,
bu eksenin hedeflenmesinin metastazi azaltip sagkalimi iyilestirip
iyilestiremeyecegini ortaya koymada &nemli olacaktir. Benzer néron-
timor etkilesimlerinin bildirildigi veteriner onkolojisi agisindan da bu
yaklasimlar potansiyel uygulama alani sunabilir.

Calismanin Kisithliklar
Bu calismanin giicli yonlerine ragmen bazi sinirhiliklar bulunmaktadir.
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Oncelikle, tumér kaynakli akson rejenerasyonunu yénlendiren
molekiler mekanizmalar ayrintili olarak incelenmemistir. Bulgularimiz
hipoksiye duyarli sinyal yolaklarini, nérotrofinlerin biyoyararlanimini
ve temas bagimli néron-timor etkilesimlerini glicli bicimde isaret
etmesine ragmen, bu etkilerin altinda yatan spesifik sinyal mekanizmalari
dogrudan arastirilmamistir. Bu molekiler yolaklarin ayrintih olarak
aydinlatiimasi, calismanin biyolojik ve translasyonel degerini daha da
artiracak olup, gelecekte planlanan daha kapsaml arastirmalarda ele
alinacaktir.

Etik Komite Onay:: istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'ndan
onay alinmistir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis Bagimsiz.
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