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Giriş ve Amaç: Tümör–nöron etkileşimleri, kanserin ilerlemesi, invazyonu 
ve metastazında önemli bir rol oynamaktadır. Bu çalışmada, meme 
kanserinde tümör agresifliği ve hipoksinin nöronal yeniden yapılanma 
üzerindeki etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.

Yöntem: Yüksek metastatik potansiyele sahip 4T1 ve daha az agresif 
EMT6 meme kanseri hücreleri ile bu hücrelere ait koşullandırılmış 
ortamların, normoksik ve hipoksik koşullar altında dorsal kök ganglionu 
(DRG) akson uzaması üzerindeki etkileri incelendi. Toplam sekiz deney 
grubu analiz edildi. Akson uzunlukları NeuronJ yazılımı kullanılarak üç 
bağımsız deneyde ölçüldü. İstatistiksel analizler tek yönlü varyans analizi 
(ANOVA) ve Tukey post-hoc testi ile gerçekleştirildi.

Bulgular: Normoksik koşullar altında 4T1 hücrelerinin en belirgin akson 

uzamasını indüklediği gözlendi. Hipoksi ise tüm deney gruplarında nöral 
uzantı gelişimini baskıladı. Ayrıca, yalnızca koşullandırılmış ortamların 
doğrudan ko-kültürlere kıyasla daha zayıf etkiler oluşturduğu belirlendi; 
bu durum, doğrudan hücre–hücre etkileşimlerinin önemini ortaya koydu.

Sonuç: Bu çalışma, tümör agresifliği ve oksijen düzeylerinin meme 
kanserinde nöronal yeniden yapılanmayı farklı şekillerde düzenlediğini 
göstermektedir. Elde edilen bulgular, tümör–nöron etkileşiminin 
meme kanseri tedavisinde potansiyel bir terapötik hedef olabileceğini 
düşündürmektedir.

Anahtar Sözcükler: Akson uzaması, arka kök ganglionu (DRG), hipoksi, 
meme kanseri, nöron–tümör etkileşimi, tümör mikroçevresi

ÖZ

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 NeuronJ 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

ABSTRACT

Son yıllarda elde edilen bulgular, periferik sinir sisteminin yalnızca duyusal 
iletimde görev alan bir yapı olmadığını, aynı zamanda tümör oluşumu, 
ilerlemesi ve tedaviye yanıt üzerinde etkili olan kanser biyolojisinin aktif 
ve ayrılmaz bir bileşeni olduğunu giderek daha fazla ortaya koymaktadır 
(1). Kanser–sinir etkileşimleri, özellikle tümör kaynaklı aksonogenez ve 
perinöral invazyon gibi mekanizmalar aracılığıyla hastalığın biyolojik 
davranışını belirleyen kritik faktörler olarak giderek daha fazla ilgi 
görmektedir (2). Bu süreçler, neoplastik hücreler ile sinir yapıları arasında 

gerçekleşen dinamik ve çift yönlü bir iletişimi yansıtmakta olup, hem 
tümör progresyonu hem de nöral plastisite açısından önemli sonuçlar 
doğurmaktadır (3).

Meme kanseri, tümör progresyonunun nörobiyolojik boyutlarının 
araştırılması için klinik açıdan uygun bir model sunmaktadır (4). Tümör 
kaynaklı nörotrofik mediyatörler ve akson kılavuzluk molekülleri, sinir 
uzantılarının tümör mikroçevresine doğru büyümesini teşvik edebilirken, 
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buna karşılık nöral sinyalizasyon da tümör proliferasyonu, invazyonu, 
anjiyogenez ve tedavi direncine katkıda bulunmaktadır (5). Bu karşılıklı 
etkileşim, nöral yeniden yapılanmanın tümör–konak etkileşimlerinin temel 
ancak halen yeterince araştırılmamış bir bileşeni olduğunu göstermektedir.

Preklinik meme tümörü modelleri, tümör agresifliğinin nöral yanıtları 
nasıl etkilediğine ilişkin mekanistik bilgiler sağlamaktadır (6). Yüksek 
metastatik potansiyele sahip 4T1 hücre hattı belirgin nörotrofik aktivite 
göstermekte ve agresif üçlü negatif meme kanserini başarılı bir şekilde 
modellemektedir (7). Buna karşılık EMT6 hücreleri daha düşük agresiflik 
gösteren ve hormonal tedavilere daha duyarlı bir fenotipi temsil 
etmektedir (8). Bu iki modelin karşılaştırmalı olarak incelenmesi, nöronal 
büyüme ve plastisite üzerindeki alt tip spesifik etkilerin ortaya konulması 
açısından önemli bir fırsat sunmaktadır (9).

Tümör mikroçevresinin karakteristik özelliklerinden biri olan hipoksi, 
hem tümör biyolojisinin hem de nöral yanıtların şekillenmesinde kritik 
bir rol oynamaktadır (10). Hipoksiye bağlı sinyal yolaklarının aktivasyonu 
aracılığıyla hipoksik stres; nörotrofik faktörlerin, anjiyojenik mediyatörlerin 
ve akson kılavuzluk moleküllerinin ekspresyonunu düzenleyerek nöronal 
yeniden yapılanmayı bağlama özgü şekilde etkileyebilmektedir (11). 
Bununla birlikte, meme kanserinde hipoksinin tümör–sinir etkileşimleri 
üzerindeki etkisi henüz tam olarak aydınlatılamamıştır (12).

Bu çalışmada, normoksik ve hipoksik koşullar altında 4T1 ve EMT6 
meme kanseri hücreleri kullanılarak oluşturulan doğrudan ko-kültür ve 
koşullandırılmış besiyeri deney modellerinde dorsal kök ganglionu (DRG) 
nörit uzaması kantitatif olarak değerlendirildi. Bu deneysel yaklaşım, 
tümör agresifliği ile mikroçevredeki oksijen düzeyinin nöronal yeniden 
yapılanma süreçlerini nasıl etkilediğinin sistematik olarak araştırılmasına 
olanak sağlamıştır.

Agresif tümör fenotiplerinin daha güçlü nörotrofik sinyalizasyon 
sergilediğini ve hipoksik strese farklı yanıtlar verdiğini gösteren mevcut 
kanıtlar doğrultusunda, hipoksik meme kanseri hücrelerinin DRG akson 
uzamasını tümör agresifliğine bağlı olarak farklı biçimlerde düzenlediği 
hipotezini ortaya koyduk. Özellikle, yüksek metastatik potansiyele sahip 4T1 
hücrelerinin, daha düşük agresiflik gösteren EMT6 fenotipine kıyasla nörit 
uzaması üzerinde daha belirgin düzenleyici etkiler oluşturacağını ve bunun 
hem parakrin hem de doğrudan hücre teması aracılığıyla gerçekleşen alt 
tipe özgü tümör–sinir etkileşim mekanizmalarını yansıttığını öngördük.

YÖNTEM
Bu çalışmada, İstanbul Medipol Üniversitesi Deneysel Araştırma 
Merkezinden temin edilen erişkin dişi Beta III-Tubulin-GFP transgenik 
fareler (suş 4779; 6–8 haftalık; n=10) kullanıldı. Tüm deneysel prosedürler, 
deney hayvanlarının bakım ve kullanımına ilişkin kurumsal etik kurallar 
doğrultusunda gerçekleştirildi.

Hayvanlar derin anestezi altında ötenazi edildikten sonra dorsal kök 
ganglionları (DRG) steril koşullar altında mikrocerrahi teknikler kullanılarak 

dikkatlice izole edildi. Dorsal kök ganglionu dokuları %1 kolajenaz 
çözeltisi içerisinde 45 dakika inkübe edildi ve ardından Hanks Dengeli 
Tuz Çözeltisi (HBSS) ile üç kez yıkandı. Daha sonra dokular, Neurobasal A 
(NBA) ortamında hazırlanmış %0,25 tripsin (%10 çalışma çözeltisi) ile 15 
dakika inkübe edildi ve pipet yardımıyla nazikçe pipetlenerek mekanik 
olarak ayrıştırıldı. Mekanik ayrıştırmanın ardından hücre agregasyonunu 
önlemek amacıyla hücre süspansiyonuna %0,1 DNaz eklendi. Nöronal 
saflaştırma Percoll yoğunluk gradyanı santrifüjü ile gerçekleştirildi ve elde 
edilen primer DRG nöronları poli-L-lizin ve laminin ile kaplanmış kültür 
kaplarına ekildi. Hücreler, B27, L-glutamin ve penisilin/streptomisin ile 
desteklenmiş Neurobasal A besiyerinde, %5 CO

2
 içeren nemlendirilmiş 

inkübatörde 37°C’de kültüre edildi.

Farklı metastatik potansiyele sahip fare meme kanseri hücre hatları olan 
yüksek metastatik 4T1 ve daha düşük agresif özellik gösteren EMT6 
hücreleri standart kültür koşullarında çoğaltıldı. Doğrudan ko-kültür 
deneylerinde, nöronların kültür yüzeyine tutunmasını takiben kanser 
hücreleri aynı kültür kuyularına eklenerek tümör hücreleri ile DRG 
nöronları arasında doğrudan hücre-hücre teması sağlandı.

Parakrin etkilerin değerlendirilmesi amacıyla, kanser hücrelerinden 24 
saatlik kültür sonunda elde edilen koşullandırılmış besiyerleri hücresel 
artıkların uzaklaştırılması için santrifüj edildi ve tümör hücreleri ile 
nöronlar arasında doğrudan fiziksel temas olmaksızın DRG nöron 
kültürlerine uygulandı.

Deney grupları; yalnızca DRG nöronları (kontrol), 4T1 hücreleri ile ko-
kültüre edilen DRG nöronları, 4T1 koşullandırılmış besiyeri uygulanan 
DRG nöronları, EMT6 hücreleri ile ko-kültüre edilen DRG nöronları 
ve EMT6 koşullandırılmış besiyeri uygulanan DRG nöronlarından 
oluşturuldu. Her deney grubu hem normoksik (%21 O

2
) hem de hipoksik 

koşullarda değerlendirildi. Hipoksi, kontrollü bir hipoksi kabininde 
hücrelerin %1 O

2
 ortamında altı saat inkübe edilmesiyle oluşturuldu.

Nörit uzaması, βIII-tübulin pozitif nöronlarda GFP ekspresyonuna dayalı 
floresan mikroskopisi kullanılarak değerlendirildi. Her deney grubu için 
rastgele seçilen 10 mikroskobik alandan görüntüler elde edildi. Akson 
uzunlukları NeuronJ yazılımı kullanılarak ölçüldü ve tüm deneyler üç 
bağımsız biyolojik tekrar halinde gerçekleştirildi.

İstatistiksel analizler GraphPad Prism sürüm 10 yazılımı kullanılarak 
yapıldı. Veriler tek yönlü varyans analizi (One-way ANOVA) ve ardından 
Tukey çoklu karşılaştırma post hoc testi ile analiz edildi. Sonuçlar ortalama 
± ortalamanın standart hatası (SEM) olarak ifade edildi ve p <0,05 değeri 
istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

ChatGPT, yalnızca metnin dil düzenlemesi amacıyla kullanılmış olup, 
çalışmanın bilimsel içeriği, veri analizi, yorumlanması veya sonuçları 
üzerinde herhangi bir etkisi olmamıştır.

BULGULAR
Dorsal kök ganglionu nörit uzaması; tümör alt tipi, etkileşim modeli 
ve mikroçevredeki oksijen düzeyinden anlamlı şekilde etkilendi. 
Normoksik koşullar altında (%21 O

2
), EMT6 koşullandırılmış besiyerine 

maruz bırakılan DRG nöronlarında akson uzaması, hem EMT6 ko-kültür 
grubuna hem de kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede daha fazlaydı 
(Şekil 1). Buna karşılık, EMT6 ko-kültür grubu ile kontrol grubu arasında 
anlamlı bir farklılık saptanmadı. Benzer bir bulgu agresif 4T1 modelinde 
de gözlendi. Bu modelde koşullandırılmış besiyeri, hem ko-kültür hem 
de kontrol gruplarına göre nörit uzamasını anlamlı düzeyde artırırken, 
doğrudan ko-kültür grubu ile kontrol grubu arasında anlamlı bir fark 
bulunmadı (Şekil 2). Bu bulgular, normoksik koşullar altında tümör 
kaynaklı çözünür faktörlerin nörit uzamasını desteklemede baskın rol 
oynadığını göstermektedir.

Öne Çıkan Noktalar
•	 Yüksek metastatik meme kanseri hücreleri DRG akson 

uzamasını artırır.

•	 Hipoksi, tüm gruplarda nöral uzantı gelişimini baskılar.

•	 Doğrudan tümör–nöron teması, koşullandırılmış 
besiyerinden daha etkilidir.

•	 Tümör agresifliği, nöron–tümör etkileşimini farklı şekilde 
düzenler.
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Şekil 1. Normoksik koşullar altında EMT6 ko-kültürü, 
EMT6 koşullandırılmış besiyeri ve kontrol gruplarında DRG 
akson uzunluğunun karşılaştırılması

Şekil 2. Normoksik koşullar altında 4T1 ko-kültürü, 4T1 
koşullandırılmış besiyeri ve kontrol gruplarında DRG 
akson uzunluğunun karşılaştırılması

Primer DRG nöronları tek başına (kontrol), EMT6 meme 
kanseri hücreleri ile doğrudan ko-kültür halinde veya 
normoksi (%21 O₂) koşullarında EMT6 hücrelerinden elde 
edilen koşullandırılmış medyuma maruz bırakılarak kültüre 
edildi. Akson uzunluğu ölçüldü ve gruplar arasındaki 
istatistiksel karşılaştırmalar, tek yönlü ANOVA ve ardından 
Tukey post hoc testi kullanılarak gerçekleştirildi. EMT6 
koşullandırılmış medyumu, hem EMT6 ko-kültür hem 
de kontrol grubuna kıyasla akson uzunluğunu anlamlı 
düzeyde artırırken, EMT6 ko-kültür ve kontrol grupları 
arasında anlamlı bir fark gözlenmedi. Veriler, medyan (orta 
çizgi), çeyrekler arası aralık (kutu) ve minimum–maksimum 
değerleri (bıyıklar) gösteren kutu-bıyık grafikleri şeklinde 
sunuldu. **p < 0,01; ***p < 0,001; ns, anlamlı değil.

Primer DRG nöronları tek başına (kontrol), yüksek 
metastatik özellik gösteren 4T1 meme kanseri hücreleri 
ile doğrudan ko-kültür halinde veya normoksi (%21 
O₂) koşullarında 4T1 hücrelerinden elde edilen 
koşullandırılmış medyuma maruz bırakılarak kültüre edildi. 
Akson uzunluğu ölçüldü ve gruplar arasındaki istatistiksel 
karşılaştırmalar, tek yönlü ANOVA ve ardından Tukey post 
hoc testi kullanılarak gerçekleştirildi. 4T1 koşullandırılmış 
medyumu, hem 4T1 ko-kültür hem de kontrol grubuna 
kıyasla akson uzunluğunu anlamlı düzeyde artırırken, 
ko-kültür ve kontrol grupları arasında anlamlı bir fark 
gözlenmedi. Veriler, medyan (orta çizgi), çeyrekler arası 
aralık (kutu) ve minimum–maksimum değerleri (bıyıklar) 
gösteren kutu-bıyık grafikleri şeklinde sunuldu. *p < 0,05; 
ns, anlamlı değil.

Şekil 3. Hipoksik koşullar altında EMT6 ko-kültürü, EMT6 
koşullandırılmış besiyeri ve kontrol gruplarında DRG 
akson uzunluğunun karşılaştırılması

Primer DRG nöronları tek başına (kontrol), EMT6 meme 
kanseri hücreleri ile doğrudan ko-kültür halinde veya 
hipoksi (%1 O₂) koşullarında EMT6 hücrelerinden elde 
edilen koşullandırılmış medyuma maruz bırakılarak 
kültüre edildi. Akson uzunluğu ölçüldü ve gruplar 
arasındaki istatistiksel karşılaştırmalar, tek yönlü 
ANOVA ve ardından Tukey post hoc testi kullanılarak 
gerçekleştirildi. Hem EMT6 ko-kültürü hem de EMT6 
koşullandırılmış medyumu, kontrol grubuna kıyasla 
akson uzunluğunu anlamlı düzeyde artırırken, ko-kültür 
ve koşullandırılmış medyum grupları arasında anlamlı bir 
fark gözlenmedi. Veriler, medyan (orta çizgi), çeyrekler 
arası aralık (kutu) ve minimum–maksimum değerleri 
(bıyıklar) gösteren kutu-bıyık grafikleri şeklinde sunuldu. 
*p < 0,05; **p < 0,01; ns, anlamlı değil.

Normoksi Altında Akson Uzunluğu Karşılaştırması

Hipoksi Sonrası DRG Kültürlerinin Karşılaştırılması

A
ks

on
 U

zu
nl

uğ
u 

(g
m

)
A

ks
on

 U
zu

nl
uğ

u 
(g

m
)

DRG kontrol (n
ormoksi)

DRG +4T1 hücreleri (n
ormoksi)

DRG +4T1 besiyeri (n
ormoksi)

DRG kontrol (h
ipoksi sonrası)

DRG kontrol 

DRG + EMT6 besiyeri 

DRG + EMT6 ko-kültür

DRG + EMT6 besiyeri (h
ipoksi sonrası)

DRG + EMT6 hücreleri (h
ipoksi sonrası)

D
eğ

er

Grup

Grup

4T1 Hücreleri ve Koşullandırılmış Besiyerinin DRG Akson Uzunluğuna Etkisi (Normoksi)



Ayşit ve Altıntaş. Hipoksiye Maruz Kalan Nöronlarda Meme Kanseri Hücrelerinin Koruyucu Rolü

601

Arch Neuropsychiatry 2026;63:598−605

Şekil 4. Hipoksik koşullar altında 4T1 ko-kültürü, 
4T1 koşullandırılmış besiyeri ve kontrol gruplarında 
DRG akson uzunluğunun karşılaştırılması

Şekil 6. Hipoksik koşullar altında EMT6 ve 
4T1 meme kanseri modellerinde DRG akson 
uzunluğunun karşılaştırmalı analizi

Primer DRG nöronları tek başına (kontrol), 
yüksek metastatik potansiyele sahip 4T1 meme 
kanseri hücreleri ile doğrudan ko-kültürde veya 
4T1 hücrelerinden elde edilen koşullandırılmış 
besiyerine maruz bırakılarak hipoksik koşullarda 
(%1 O

2
) kültüre edildi. Akson uzunlukları ölçüldü 

ve gruplar arasındaki istatistiksel karşılaştırmalar 
tek yönlü varyans analizi (One-way ANOVA) 
ve ardından Tukey post hoc testi kullanılarak 
gerçekleştirildi. Hem 4T1 ko-kültür grubu hem 
de 4T1 koşullandırılmış besiyeri grubu, kontrol 
grubuna kıyasla akson uzunluğunu anlamlı düzeyde 
artırırken, ko-kültür ile koşullandırılmış besiyeri 
grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
saptanmadı. Veriler, medyanı (orta çizgi), çeyrekler 
arası aralığı (kutu) ve minimum–maksimum 
değerleri (bıyıklar) gösteren kutu-grafik (box-and-
whisker plot) olarak sunulmuştur. ***p<0,001; 
ns: istatistiksel olarak anlamlı değildir.

Primer DRG nöronları tek başına (kontrol), EMT6 
veya yüksek metastatik potansiyele sahip 4T1 meme 
kanseri hücreleri ile doğrudan ko-kültürde ya da her 
iki tümör hücre hattından elde edilen koşullandırılmış 
besiyerine maruz bırakılarak hipoksik koşullarda 
(%1 O

2
) kültüre edildi. Akson uzunlukları ölçüldü ve 

gruplar arasındaki istatistiksel karşılaştırmalar tek 
yönlü varyans analizi (One-way ANOVA) ve ardından 
Tukey post hoc testi kullanılarak gerçekleştirildi. 
Kontrol grubuna kıyasla hem 4T1 ko-kültür grubunda 
hem de 4T1 koşullandırılmış besiyeri grubunda nörit 
uzaması anlamlı düzeyde artarken, EMT6 ile ilişkili 
deney gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bir 
değişiklik gözlenmedi. Veriler, medyanı (orta çizgi), 
çeyrekler arası aralığı (kutu) ve minimum–maksimum 
değerleri (bıyıklar) gösteren kutu-grafik (box-
and-whisker plot) olarak sunulmuştur. **p <0,01; 
***p<0,001; ns: istatistiksel olarak anlamlı değildir.

Şekil 5. Normoksik koşullar altında EMT6 ve 
4T1 meme kanseri modellerinde DRG akson 
uzunluğunun karşılaştırmalı analizi

Primer DRG nöronları tek başına (kontrol), EMT6 
veya yüksek metastatik potansiyele sahip 4T1 meme 
kanseri hücreleri ile doğrudan ko-kültürde ya da 
her iki hücre hattından elde edilen koşullandırılmış 
besiyerine maruz bırakılarak normoksik koşullarda 
(%21 O

2
) kültüre edildi. Akson uzunlukları ölçüldü 

ve gruplar arasındaki istatistiksel karşılaştırmalar tek 
yönlü varyans analizi (One-way ANOVA) ve ardından 
Tukey post hoc testi kullanılarak gerçekleştirildi. 
Hem EMT6 hem de 4T1 hücrelerinden elde edilen 
koşullandırılmış besiyerleri, kontrol grubuna ve 
ilgili ko-kültür gruplarına kıyasla akson uzunluğunu 
anlamlı düzeyde artırdı. Buna karşın, EMT6 ve 
4T1 ko-kültür grupları arasında veya EMT6 ve 
4T1 koşullandırılmış besiyeri grupları arasında 
istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık saptanmadı. 
Veriler, medyanı (orta çizgi), çeyrekler arası 
aralığı (kutu) ve minimum–maksimum değerleri 
gösteren kutu-grafik (box-and-whisker plot) olarak 
sunulmuştur. **p<0,01; ***p<0,001; ns: istatistiksel 
olarak anlamlı değildir.

Hipoksik koşullar altında (%1 O
2
) etkileşim dinamikleri değişiklik gösterdi. 

EMT6 modelinde hem ko-kültür hem de koşullandırılmış besiyeri 
uygulaması, kontrol grubuna kıyasla akson uzunluğunu anlamlı düzeyde 

artırdı; ancak bu iki etkileşim modeli arasında anlamlı bir fark saptanmadı 
(Şekil 3). Benzer şekilde, 4T1 modelinde de hem ko-kültür hem de 
koşullandırılmış besiyeri uygulamaları, hipoksik koşullar altında kontrol 
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Şekil 7. EMT6 tümör–nöron etkileşim modelinde hipoksinin 
DRG akson uzunluğu üzerindeki etkileri

Primer DRG nöronları, normoksik (%21 O₂) veya hipoksik (%1 
O₂) koşullar altında doğrudan EMT6 meme kanseri hücreleri 
ile ko-kültüre edildi veya EMT6 hücrelerinden elde edilen 
koşullandırılmış besiyerine maruz bırakıldı. Akson uzunluğu 
ölçümleri, hipoksinin koşullandırılmış besiyeri aracılığıyla 
uyarılan nörit uzamasını anlamlı düzeyde azalttığını, buna 
karşın normoksik ve hipoksik ko-kültür koşulları arasında 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadığını gösterdi. 
Normoksik ve hipoksik gruplar arasındaki istatistiksel 
karşılaştırmalar, bağımsız iki örneklemli iki kuyruklu t-testi 
kullanılarak gerçekleştirildi. Veriler, medyanı (orta çizgi), 
çeyrekler arası aralığı (kutu) ve minimum–maksimum 
değerleri (bıyıklar) gösteren kutu-bıyık grafikleri olarak 
sunulmuştur. *p < 0,05; ***p < 0,001; ns, istatistiksel olarak 
anlamlı değildir.

Şekil 8. 4T1 tümör–nöron etkileşim modelinde hipoksinin DRG akson 
uzunluğu üzerindeki etkileri

Primer DRG nöronları, normoksik (%21 O
2
) veya hipoksik (%1 O

2
) koşullar altında 

doğrudan yüksek metastatik potansiyele sahip 4T1 meme kanseri hücreleri 
ile ko-kültüre edildi veya 4T1 hücrelerinden elde edilen koşullandırılmış 
besiyerine maruz bırakıldı. Akson uzunluğu ölçümleri, normoksik ve hipoksik 
ko-kültür koşulları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığını, 
buna karşın koşullandırılmış besiyeri aracılığıyla uyarılan nörit uzamasının 
oksijenlenme durumuna göre anlamlı farklılık gösterdiğini ortaya koydu. 
Normoksik ve hipoksik gruplar arasındaki istatistiksel karşılaştırmalar bağımsız 
iki örneklemli iki kuyruklu t testi kullanılarak gerçekleştirildi. Veriler, medyanı 
(orta çizgi), çeyrekler arası aralığı (kutu) ve minimum–maksimum değerleri 
gösteren kutu-grafik (box-and-whisker plot) olarak sunulmuştur. **p<0,01; ns: 
istatistiksel olarak anlamlı değildir.

Şekil 9. EMT6 ve 4T1 meme kanseri 
modellerinde hipoksinin tümör kaynaklı 
DRG akson uzaması üzerindeki farklı etkileri

Primer dorsal kök ganglionu (DRG) 
nöronları, normoksik (%21 O

2
) veya hipoksik 

(%1 O
2
) koşullar altında doğrudan tümör 

hücreleri ile ko-kültüre edildi ya da tümör 
hücrelerinden elde edilen koşullandırılmış 
besiyerine maruz bırakıldı. EMT6 modelinde 
hipoksi, koşullandırılmış besiyeri aracılığıyla 
indüklenen akson uzamasını anlamlı 
düzeyde azaltırken, normoksik ve hipoksik 
ko-kültür koşulları arasında istatistiksel 
olarak anlamlı bir fark gözlenmedi. Buna 
karşılık, agresif 4T1 modelinde hipoksi, 
koşullandırılmış besiyeri aracılığıyla uyarılan 
nörit uzamasını orta düzeyde değiştirirken, 
hücre temasına bağımlı tümör–nöron 
sinyalleşmesini korudu. Normoksik ve 
hipoksik gruplar arasındaki istatistiksel 
karşılaştırmalar bağımsız iki örneklemli iki 
kuyruklu t testi kullanılarak gerçekleştirildi. 
Veriler, medyanı (orta çizgi), çeyrekler arası 
aralığı (kutu) ve minimum–maksimum 
değerleri gösteren kutu-grafik (box-and-
whisker plot) olarak sunulmuştur. **p <0,01; 
***p<0,001; ns: istatistiksel olarak anlamlı 
değildir
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Şekil 10. Tüm deneysel koşullar altında dorsal kök gangliyonu (DRG) nörit uzamasını 
gösteren temsilci konfokal görüntüler

Dorsal kök ganglionu nöronları, normoksik (%21 O
2
) veya hipoksik (%1 O

2
, altı saat) 

koşullar altında EMT6 veya 4T1 meme kanseri hücreleri ile doğrudan ko-kültürde ya 
da bu hücrelerden elde edilen koşullandırılmış besiyerine maruz bırakılarak kültüre 
edildi. A–J panelleri, tümör alt tipi, kültür koşulu ve oksijenlenme durumunun her bir 
kombinasyonunu temsil etmektedir. Ölçek çubuğu=20 µm. Doğrudan hücre–hücre 
teması, koşullandırılmış besiyerine kıyasla daha belirgin nörit uzamasını desteklemiş, 
hipoksi ise tüm deney gruplarında akson uzamasını tutarlı bir şekilde baskılamıştır.

grubuna göre nörit uzamasını anlamlı biçimde artırdı ve iki etkileşim 
modeli arasında benzer etkiler gözlendi (Şekil 4). Bu bulgular, hipoksinin 
temas bağımlı ve parakrin tümör–nöron sinyalizasyonunun göreceli 
katkısını değiştirdiğini düşündürmektedir.

Normoksik koşullarda tümör modellerinin doğrudan karşılaştırılması, 
hem EMT6 hem de 4T1 hücrelerinden elde edilen koşullandırılmış 
besiyerlerinin, kontrol ve ilgili ko-kültür gruplarına kıyasla nörit 
uzamasını anlamlı düzeyde artırdığını ortaya koydu. Bununla birlikte, aynı 
etkileşim modeli içerisinde iki tümör alt tipi arasında anlamlı bir farklılık 
saptanmadı (Şekil 5). Buna karşın, hipoksik koşullar altında nörit uzaması 
özellikle agresif 4T1 modelinde belirgin olarak artarken, EMT6 ile ilişkili 
deney gruplarında kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir 
artış gözlenmedi (Şekil 6). Bu sonuçlar, tümör agresifliğinin hipoksik strese 
karşı gelişen nöral yanıtı modüle ettiğini göstermektedir.

Model içi karşılaştırmalar, hipoksinin EMT6 modelinde koşullandırılmış 
besiyeri aracılığıyla uyarılan nörit uzamasını anlamlı düzeyde azalttığını, 
buna karşın doğrudan ko-kültür aracılığıyla gerçekleşen akson 
uzamasının değişmeden kaldığını gösterdi (Şekil 7). Buna karşılık, 
4T1 modelinde koşullandırılmış besiyeri ile indüklenen nörit uzaması 
normoksik ve hipoksik koşullar arasında anlamlı farklılık gösterirken, 
ko-kültür yanıtları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik 
saptanmadı (Şekil 8). Bu sonuçlar, hipoksinin özellikle parakrin tümör 
kaynaklı nörotrofik sinyalizasyon yolaklarını seçici olarak modüle 
ettiğini göstermektedir.

Tüm deney gruplarını kapsayan bütünleşik analiz, hipoksinin tümör kaynaklı 
DRG aksonogenezini tümör agresifliğine bağlı olarak farklı şekillerde 
etkilediğini doğruladı (Şekil 9). Özellikle hipoksi, EMT6 modelinde temas 
bağımlı sinyalizasyonu etkilemeksizin koşullandırılmış besiyeri aracılığıyla 
oluşan nörit uzamasını belirgin şekilde baskılarken, 4T1 modelinde parakrin 
etkileri orta düzeyde değiştirmiş, ancak doğrudan tümör–nöron etkileşimi 
ile gerçekleşen akson uzamasını büyük ölçüde korumuştur.

Genel olarak bu bulgular, tümör agresifliği, etkileşim modeli ve 
oksijenasyon durumunun birlikte DRG nörit uzamasının büyüklüğünü 
ve örüntüsünü belirlediğini göstermektedir. Tüm deneysel koşullarda 
DRG nörit uzamasını gösteren temsili konfokal görüntüler Şekil 10’da 
sunulmuştur.

TARTIŞMA
Elde ettiğimiz bulgular, tümör agresifliği ile oksijenasyon durumunun 
tümörle ilişkili nöral yeniden yapılanmayı birlikte düzenlediğini 
göstermekte ve periferik sinir sisteminin (PSS) kanser progresyonunda 
yalnızca pasif bir gözlemci değil, aynı zamanda aktif bir düzenleyici 
olduğunu destekleyen kanıtları güçlendirmektedir (13). Normoksik 
koşullar altında 4T1 hücrelerinin DRG nörit uzamasını en güçlü şekilde 
artırması, yüksek metastatik potansiyele sahip üçlü negatif meme kanseri 
hücrelerinin bol miktarda sinir büyüme faktörü (NGF), beyin kaynaklı 
nörotrofik faktör (BDNF) ve glial hücre kaynaklı nörotrofik faktör (GDNF) 
salgıladığını; bu faktörlerin ise duyu nöronları üzerindeki TrkA, TrkB ve 
RET reseptörlerini aktive ederek nörit filizlenmesini uyardığını gösteren 
çalışmalarla uyumludur (14). Bu nörotrofik sinyaller, SEMA3C, netrin-1 ve 
ephrin-A ligandları gibi akson kılavuzluk molekülleri ile birlikte yalnızca 
nöronal göçü desteklemekle kalmamakta, aynı zamanda karşılıklı 
nörotransmitter salınımı yoluyla tümör hücrelerinin hareketliliğini ve 
invazyon kapasitesini de artırmaktadır (15).

Buna karşılık, hipoksi (%1 O
2
, altı saat) nörit büyümesini belirgin biçimde 

baskılamıştır. Bu bulgu, hipoksinin HIF-1α ve HIF-2α yolaklarını aktive 
ederek hücresel metabolizmayı glikolize yönlendirdiğini ve buna 
paralel olarak nörotrofik faktörlerin salgılanmasını azalttığını bildiren 

önceki çalışmalarla uyumludur (16). Ayrıca hipoksi; SEMA3A, VEGF-A 

ve ephrin-A5 gibi itici akson kılavuzluk moleküllerinin ekspresyonunu 

artırarak nöronal büyüme konilerinin stabilitesini bozabilir ve nörit 
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uzamasını sınırlandırabilir (17). Benzer mekanizmalar glioblastom ve 
pankreatik adenokarsinom da dâhil olmak üzere birçok kanser türünde 
gösterilmiş; hipoksik bölgelerde güçlü anjiyojenik sinyallere rağmen 
aksonogenezin azaldığı bildirilmiştir (18).

Çalışmamızın önemli bulgularından biri de yalnızca koşullandırılmış 
besiyerinin, doğrudan ko-kültüre kıyasla daha sınırlı düzeyde nörit 
uzamasına neden olmasıdır. Bu durum, NCAM1, L1CAM ve integrinler 
gibi hücre yüzey adezyon moleküllerinin jukstakrin nöron–tümör 
sinyalizasyonundaki kritik rolünü ortaya koymaktadır (19). Bu adezyon 
molekülleri, çözünür faktörlerin tek başına oluşturamayacağı lokalize 
parakrin gradyanların ve sinaps benzeri hücreler arası etkileşimlerin 
meydana gelmesini sağlamaktadır (20).

4T1 hücrelerinin EMT6 hücrelerine kıyasla daha güçlü aksonogenez 
oluşturması, tümör fenotipinin nöral yeniden yapılanmayı belirlediğini 
göstermektedir. Bu bulgu, perinöral invazyon ve tümör innervasyonunun 
meme, pankreas ve prostat kanserlerinde erken nüks ve kötü sağkalımla 
ilişkili olduğunu gösteren klinik verilerle uyumludur (21). Özellikle 
sempatik innervasyonun adrenerjik sinyalizasyon yoluyla metastatik 
yayılımı artırdığı gösterilmiştir (22). Bu nedenle tümör–sinir ekseni, 
kanser hücrelerinin yayılımını hızlandıran bir “metastatik otoyol” olarak 
değerlendirilebilir.

Elde edilen bulgular, nörotrofik sinyal yolaklarının (NGF/Trk, BDNF/TrkB), 
akson kılavuzluk sistemlerinin (SEMA3–neuropilin, netrin–DCC) ve hücre 
adezyon moleküllerinin hedeflenmesinin tümör kaynaklı aksonogenezi 
baskılayabileceğini ve metastatik progresyonu sınırlayabilecek yeni 
tedavi yaklaşımları sunabileceğini düşündürmektedir (23,24). Nöronal 
ablasyon, β-adrenerjik blokaj ve semaforin–neuropilin inhibisyonu 
uygulanan preklinik çalışmaların tümör büyümesini ve metastazı 
azalttığını göstermesi bu yaklaşımı desteklemektedir (25). Bulgularımız, 
özellikle mevcut tedavi seçeneklerinin sınırlı olduğu üçlü negatif meme 
kanserinde bu stratejilerin daha ayrıntılı araştırılmasının önemini ortaya 
koymaktadır.

Bu çalışma, meme kanserine bağlı akson rejenerasyonunun hem tümör 
alt tipi hem de tümör mikroçevresindeki oksijen düzeyi tarafından 
şekillendirildiğini göstermektedir.

•	 Normoksik koşullar altında 4T1 hücreleri, agresif ve nörotrofik 
faktörlerden zengin fenotipleri sayesinde DRG nörit uzamasını güçlü 
şekilde uyarmaktadır.

•	 Hipoksi, büyük olasılıkla HIF aracılı metabolik yeniden 
programlanma ve itici akson kılavuzluk moleküllerinin endüksiyonu 
yoluyla akson büyümesini sürekli olarak baskılamaktadır.

•	 Maksimum nörit uzaması için yalnızca salgılanan çözünür faktörler 
yeterli olmayıp, doğrudan nöron–tümör teması kritik öneme sahiptir.

•	 Tümör agresifliği nöral yeniden yapılanma ile doğrudan ilişkilidir ve 
4T1 hücreleri pro-nörojenik etkileri bakımından sürekli olarak EMT6 
hücrelerinden daha güçlü etki göstermektedir.

Bu bulgular, meme kanseri agresifliğinin nörobiyolojik yönünü ortaya 
koymakta ve tümör–sinir ekseninin umut verici bir terapötik hedef 
olabileceğini göstermektedir. Gelecekte gerçekleştirilecek; in vivo 
uzunlamasına görüntüleme, nöronal ablasyon ve NGF/Trk ile semaforin–
neuropilin yolaklarının farmakolojik inhibisyonunu içeren çalışmalar, 
bu eksenin hedeflenmesinin metastazı azaltıp sağkalımı iyileştirip 
iyileştiremeyeceğini ortaya koymada önemli olacaktır. Benzer nöron–
tümör etkileşimlerinin bildirildiği veteriner onkolojisi açısından da bu 
yaklaşımlar potansiyel uygulama alanı sunabilir.

Çalışmanın Kısıtlılıkları
Bu çalışmanın güçlü yönlerine rağmen bazı sınırlılıkları bulunmaktadır. 

Öncelikle, tümör kaynaklı akson rejenerasyonunu yönlendiren 
moleküler mekanizmalar ayrıntılı olarak incelenmemiştir. Bulgularımız 
hipoksiye duyarlı sinyal yolaklarını, nörotrofinlerin biyoyararlanımını 
ve temas bağımlı nöron–tümör etkileşimlerini güçlü biçimde işaret 
etmesine rağmen, bu etkilerin altında yatan spesifik sinyal mekanizmaları 
doğrudan araştırılmamıştır. Bu moleküler yolakların ayrıntılı olarak 
aydınlatılması, çalışmanın biyolojik ve translasyonel değerini daha da 
artıracak olup, gelecekte planlanan daha kapsamlı araştırmalarda ele 
alınacaktır. 
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