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TURKCE OZET

Meme kanseri kadin kanserleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. lk olarak
akcigere olmakla beraber, kemik, karaciger ve beyin metastaz1 goriiliir. Kanser kok
hiicresi/kanser baglatici hiicrelerin metastazdan sorumlu oldugu ve primer meme
timoriinde bulunan kanser kok hiicresi popiilasyon ve yiizdesinin bu yayilimda
sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir. Kanser kok hiicresi ve immiin modiilasyon/kacis
ile ilgili birgok calisma litaratiirde bulunmakla beraber, monosit/makrofaj/doku
yerlesik makrofajlar1 ve kanser kok hiicresi arasindaki iligki heniiz bilinmemektedir.
Ayrica, akciger doku yerlesik makrofajlari ile ilgili yapilacak ¢alismalarda bu hiicreler
icin bir hiicre hattt mevcut degildir. Ilgili tez kapsaminda, monositik bir hiicre hatt:
olan THP-1"den, spontan se¢ilim ile alveolar makrofaj benzeri bir hiicre hatt1 (Al-
Maq/D6P30-DAISYS5) olusturulmustur. Bu hiicre hatti CD206, CD163, CD169,
CDI11b, CDl11c, CD14, HLA-DR, CD16 ve CD68 belirtecleri kapsaminda karakterize
edilmistir. Ilgili hiicre hatt1 segilirken farkl1 yiizey ve ekstraselliiler matris bilesenleri
kullanilarak, farklilagmay1 en ¢ok destekleyen kosul ile devam edilmistir. Olusturulan
alveolar makrofaj benzeri hiicre hatti meme kanseri hiicre hatlar1 ile ko-kiiltiire
edilerek CD44/CD24 belirtec diizeylerindeki degisim arastirilmistir.

Kullanilan meme kanseri hiicre hatlarindan MDA-MB-468 ve T47D hiicrelerinin
“’karisik tip’” kanser kok hiicresi alt-klonlarin1 bulundurdugu ve en ¢ok bu hiicrelerin
alveolar makrofaj karakterini destekledigi goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinin CD14+
monositik alt-gruplar1 arttirirken, CD169 belirtecini en az uyaran hiicre hatti1 oldugu
belirlendi.

Tiim bu sonugclar neticesinde, kanser kok hiicresi alt-tiplerinin farkli monosit/makrofaj
ve doku yerlesik makrofaj alt-grubunu destekleyebilecegi belirlendi. Bu veriler
is18inda  ileri mekanistik ¢aligsmalar planlanarak mekanizmanin aydinlarilmasi
hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, kanser kok hiicresi, doku yerlesik makrofajlar,
alveolar makrofaj, kanser iligkili immiin yanitlar
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INGILIiZCE OZET

THE EFFECT OF MONOCYTE/MACROPHAGE/ALVEOLAR
MACROPHAGE AXIiS EFFECT ON METASTASIS AND iMMUNE
MODULATION iN BREAST CANCER SUBTYPES

Breast cancer is one of the most common cancer type among women. Lung is still the
most common site of metastasis for breast cancer, followed by bone, liver and brain
metastasis. It has been suggested that cancer stem cell/cancer initiating cells are
responsible for metastasis of cancer and the population and/or percentage of cancer
stem cells found in the primary tumor are responsible for this metastasis. Although
there are many studies about cancer stem cell and their immune modulation/evasion
in the literature, the axis between monocyte/macrophage/tissue resident macrophages
and cancer stem cells is unknown. In addition, a cell line is not available for future
studies on lung tissue resident macrophages. Within the scope of the thesis, an alveolar
macrophage-like cell line (Al-Maq/D6P30-DAISY5) was generated from a monocytic
cell line, THP-1, by spontaneous selection. This cell line has been characterized by
using the markers CD206, CD163, CD169, CD11b, CD11c, CD14, HLA-DR, CD16
and CD68. While performing the spontaneous selection of the alveolar macrophage-
like cell line, the condition that most favors differentiation was selected by using
different surface and extracellular matrix components. The alveolar macrophage-like
cell line was co-cultured with breast cancer cell lines to investigate the change in
CD44/CD24 surface expression levels. Among the breast cancer cell lines used, MDA-
MB-468 and T47D cells contained "mixed type" cancer stem cell subclones and mostly
supported the alveolar macrophage character of these cells. While BT474 cells
increased CD14+ monocyte subsets, it was determined that they were the cell line that
stimulates the CD169 expression at least.

As a results, it was determined that cancer stem cell subtypes could support different
monocyte/macrophage and tissue resident macrophage subsets. With these data, it is
aimed to elucidate the mechanism by planning mechanistic and functional studies.

Keywords: Breast cancer, breast cancer stem cell, tissue-resident macrophages,
alveolar macrophage, cancer-associated immune responses
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1. GIRIS

Kanser iliskili 6liimler diinyada hala ilk siralarda yer almakta olup, meme
kanseri kadin kanserleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Kanser ile ilgili tedavi
yaklasimlarindan kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi konvansiyonel tedavi olarak
halen uygulanmakta olup, metastatik odaklarin eliminasyonunda yetersiz kalmaktadir.
Son yillarda kanserin bireye 6zgii bir immiin sistem hastali1 olarak tanimlanmaya
baslamasindan beri bakis agis1 degistirilerek bu alanda yapilan c¢alismalar
hizlandirilmistir. Bu kapsamda immiin sistemin bir¢cok hiicre veya molekiili
denenmekte olup, elde edilen baz1 sonuglar umut vaad etmektedir.

Meme kanserinde metastaz genellikle akciger, kemik, karaciger ve beyne
olmakla beraber, 6zellikle, ti¢lii negatif meme kanseri (triple negative breast cancer;
TNBC) alt-gruplarinda ilk metastatik organ olarak tiimoriin akcigeri tercih ettigi
bildirilmistir. Bu mekanizma ile ilgili gesitli spekiilasyonlar bulunsa da mekanizma
tam olarak aydinlatilamamustir.

Bu tez calismasinda meme kanseri akciger metastaz biyolojisi ile ilgili immiin
mekanizmay1 aydinlatabilmek amact ile, monosit/makrofaj/alveolar makrofaj ve
meme kanseri etkilesimi sonucunda gelisen alt-klonlarin metastatik karakterleri ve
immiin modiilasyon kapasiteleri incelenmistir. Bu kapsamda kullanilan alveolar
makrofaj benzeri hiicreleri ise, monosit kaynakli bir hiicre hattindan alt-klon sec¢ilimi

ile elde edilerek karakterize edilmis ve kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Karsinogenez

Biyolojik sistemlerden hayvanlar alemine ait metazoalar hiicresel
organizasyon ve gelisimsel farkliliklar1 agisindan oldukca karmasik ve cesitlilik
gosteren bir yapiya sahiptir. Evrimsel siirecte kazanmis olduklar1 bu plastisite
yetenekleri sayesinde bircok 6zellesmis dokunun sekillenmesi saglanmistir. Ayrica,
organizmanin ve dokularin devamliligt i¢in birgok hiicrenin farkli kapasitelerde
proliferasyon ve kendini yenileme 6zelligi mevcuttur. Bu siireclerin bir parcasi olan
mitoz bdliinme esnasinda hiicrenin genetik materyalinin replikasyonu, korunumu,
modifikasyonlart vb., siireglerin oldukc¢a dikkatli kontrol edilmesi gerekmektedir.
Hiicrenin genetik veya epigenetik diizenlemeler sirasinda geg¢irdigi mutasyonlar birgok
kontrol mekanizmasi ile elimine edilebilmektedir. Fakat, hiicrede ardarda meydana
gelen birikimli, baglatic1 ve ilerletici mutasyonlar sonucunda hiicre 1) dis sinyallerden
bagimsiz proliferasyon kapasitesine sahip, ii) bliylime ve ¢cogalma sinyalllerine asir1
duyarli hale gelmis, iii) kontak inhibisyon yetenegini kaybetmis, iv) bulundugu
organin genetik kimliginden uzaklasmaya baslamis, v) epitelyal-mezenkimal doniisiim
(Epithelial-to-Mesenchymal — Transition, EMT) yetenegi kazanarak (Dongre,
&Weinberg, 2019; Roche, 2018) baska organlara gidip orada yerlesen ve ¢gogalmaya
devam eden, vi) neoanjiyogenez uyarma kapasitesi sayesinde dolagima gecebilen ve
zamanla bir ¢ok organda baskin hale gelerek ilgili organlarin kendi fonksiyonlarini
yapamaz hale gelmesini saglayan bir *’istilac1 fenotipe’’ doniisiir. Bulundugu organda
baslamis oldugu anormal 6karyotik hiicre davranis karakteri ile ilk olarak sadece bu
organda sinirl ve asir1 proliferasyon yetenegine sahip bu kanser hiicresi ‘’beningn
tiimor’’ olarak adlandirilir. Fakat, zaman igerinde bu hiicrede birikmeye baglayan ve
cesitli sebepler ile tamir edilemeyen mutasyonlar sebebi ile hiicre hem bulundugu
organin fonksiyonlarina zarar vermeye baslar hem de gecirmis oldugu baskalagim
neticesinde olusturdugu alt-klonlarin bazilar1 anjiyogenez ve metastaz yetenegi

kazanmig hiicrelere doniiserek EMT kapasiteleri sayesinde baska organlara giderek



buralarda kolonize olurlar ve fonksiyon kaybina sebep verirler. Hem primer organda
proliferasyona ek olarak diger karakterleri kazanan hem de diger organlara yayilim
gosteren bu hiicrelere ise ‘’malign tiimoér’’ denilmektedir (Dongre, &Weinberg, 2019;
Roche, 2018).

Kanser patolojisindeki en 6nemli ve oliimle birebir korele 6zellik metastatik
karakterdir. Primer tiimdrden kaynaklanan kanser hiicreleri farkli organlara da giderek
bu organlarin fonkisyonlarinin islevsiz hale gelmesine sebep olur. Giiniimiizde kanser
vakalart Amerikan Kanser Dernegi’nin (American Cancer Society, ACS) 2022 yili
verilerine gore, 1,918,030 yeni kanser vakasit ve 609,360 adet kanser iliskili 6liim
raporlanmistir. 2014-2018 yillar1 arasinda gerceklestirilmis istatistiksel ¢caligsmalar ve
poplilasyon temelli analizlere bakildiginda meme kanseri vakalarinin goriilme
sikligmin yillik %0,5’lik artis gosterdigi raporlanmistir. Meme kanseri kaynakli
oliimlere bakildiginda ise, hafif bir azalma oldugu raporlanmis ve bunun sebebi olarak
da tarama programlar1 ile erken teshislerin artisi, hedefli ve yenilik¢i akilli tedaviler
ve immiinoterapi basarisinin artisi gosterilmistir (Siegel, Miller, Fuchs, & Jemal,
2022).

Diinyada oliimle sonuglanan hastaliklar listesinde ilk olarak kalp ve damar
hastaliklar1 ve daha sonra kanser yer almaktadir. Kanser zor bir tedavi prosediiriine
sahiptir ve giiniimiizde ¢agin hastalig1 olarak bildirilir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) 2020 verilerine gore yil i¢erisinde19,3 milyon yeni kanser vakasi goriiliirken;
10 milyon 6liim kanserden dolay1r meydana gelmistir. Uluslararast Kanser Arastirma
Dernegi (IARC) verilerine gére, meme kanseri goriilme siklig1 en yiiksek olan akciger

kanserini ge¢mistir (Sung ve ark., 2021).

2.2 Tiim6r Immiinolojisi

Karsinogenez siireci, coklu ve birikimli bir patoloji ile tanimlanmis olup, tim
karakteristik 6zelliklerini gdsterebilmesi icin, immiin yanittan kagcmasi gereklidir.
Immiin sistem tiim organizmanin kontroliinii saglayan bir ag sistemidir. Karsinogenez
stireci ile beraber hem tiimor hiicreleri hem de immiin sistem hiicreleri karsilikli olarak
secilime ugrarlar. Bu secilim sirasinda, immiin sistem hiicreleri tarafindan

taninamayan kanser hiicreleri, metastaz ve immiin baskilama stireclerinde yer alir ve



hayatta kalmaya devam eder (Dongre, &Weinberg, 2019; Blomberg, Spagnuolo, &
Visser, 2018).

Tiimér mikrogevresi; igerisinde farkli alt-klonlar1 barindiran kanser
hiicrelerinin, ekstraseliiller matris bilesenlerinin ve dogal/adaptif immiin sistem
hiicrelerini bulunduran heterojen bir yapidir. Primer tiimorde kanser hiicreleri
bliyliylip, farklilagirken hali hazirda var olan ve infltre olan immiin sistem
komponentleri tlimoriin metastatik karakter kazanmasinda olduk¢a 6neme sahiptir.
Karsinogenez siirecindeki immiin gézetimden kagis tiimdr mikrogevresinde baslayip,
periferde (dalak, kemik iligi, kan ve metastatik organ) de oldukca etkili oldugu i¢in
kanser hiicreleri uygun kosullarda metastaz siirecine katilabilmektedir (Dongre,
&Weinberg, 2019).

Karsinogenez siirecinde immiin sistemin hem tiimor biiyiimesini ilerletici hem
de engelleyici iki yonli bir yanit vermektedir. Tiimor ve immiin sistem arasindaki bu
iliski; tiimoriin algilanip, ortadan kaldirilmasi yoniinde olabilecegi gibi karsilikli
eliminasyon sonucunda ortaya ¢ikan timor hiicresi alt-klonlar1 immiin sistemden
kacip ve baskilama fonksiyonlar1 da kazanabilir. Bu ¢ift tarafli etki; immiin sistem
hiicreleri, kanser hiicreleri, stromal hiicreler ve soluble faktorler arasindaki etkilesim
sonucu olugmaktadir (Dongre, &Weinberg, 2019; Ferguson, Diaz, & Reya, 2021;
Keibel, Singh, & Sharma,2009; Kumar, Patel, Tcyganov, & Gabrilovich,
2016)Dongre, &Weinberg, 2019). “’3E Kurali’’ olarak agiklanmaya caligilan bu
mekanizma eliminasyon (elemination, E), denge (equilibrium, E) ve kagis (escape, E)
asamalarindan olusmaktadir (Dunn, Bruce, Ikeda, Old, & Schreiber, 2004). Immiin
sistem tarafindan tanmabilen kanser hiicre klonlar1 oldiiriiliirken (eleminasyon),
hayatta kalabilen klonlar ve immiin sistem hiicreleri bir siire dengede kalmaktadir
(equilibrium). Bu kanser hiicre klonlar1 daha direngli fenotipte olup, immiin sistemi
pro-timor yonde farklilagtirarak veya baskilayarak immiin kacis mekanizmalari
(escape) gelistirmektedirler (Dunn ve ark., 2004, Kim, Emi, & Tanabe, 2007). Genelde
eliminasyon asamasinda anti-timor immiin yanitlar icin CD8+ sitotoksik T lenfositler
(cytotoxic T cells), dogal oldiiriicii hiicreler (natural killer, NK) ve M1 tip makrofajlar
etkili rol oynamaktadirlar. Ayn1 zamanda eleminasyon asamasinda yiiksek oranda
salgilanan IFN-y sitokini ile makrofajlarin M1 yoniinde polarize oldugu ve IL-12, IL-
23, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinleri salgiladiklar1 bilinmektedir (Dunn ve ark., 2004,



Kim ve ark., 2007). Fakat, makrofajlar ortamda gelisen immiin yanit sonucu M2
makrofajlara da polarize olabilmekte ve tiimor iligkili makrofajlar (TAM) (Tumor
associated macrophages) olarak nitelendirilen bu hiicreler tiimoriin biiyiimesini
destekleyebilmektedirler (Allavena, Sica, Solinas, Porta, & Mantovani, 2008). Bu
hiicreler genel olarak IL-4 ve IL-13 gibi sitokinlerle polarize olmakta ve pro-
timorijenik oOzellik kazanip, yiiksek oranda IL10, TGF-beta salgilamaktadirlar
(Allavena ve ark., 2008). Ayrica, CD8+ sitotoksik T hiicrelerin aktivasyonunu
engelleyip, CD4+ hiicrelerin diizenleyici T (Treg) (Regulatory T) hiicrelerine
doniisiimiinii de desteklemektedirler (Awad, De Vlaeminck, Maebe, Goyvaerts, &
Breckpot, 2018; Elliott, Doherty, Sheahan, & Ryan, 2017).

Eliminasyon agamasinda salgilanan en giiclii anti-tiimor sitokinlerden olan
IFN-gamma’ya kars1 kanser hiicreleri ve 6zellikle TAM’larin baz alt gruplan ‘adaptif
direng’ (Kursunel, & Esendagli, 2016) denilen bir mekanizma gelistirmekte ve
iizerlerinde PD-L1 baskilayict ligandim yiiksek diizeylerde ifade etmeye
baslamaktadirlar. Tiimorde bulunan CD8+ T hiicreler de IFN-g sitokini ile belirli
diizeylerde aktiflesirken, es zamanli olarak iizerlerinde PD-L1’in reseptdrii olan PD-
I’i  tasimaya baslamaktadirlar. Bu reseptér ligand etkilesiminin  tiimor
mikrocevresinde bulunmasi tiimdre saldirmak {izere infiltre olmug CD8+ T hiicrelerini
yanitsizlastirmaktadir (Elliott ve ark., 2017; Kursunel, & Esendagli, 2016;, Yoyen-
Ermis ve ark., 2019).

Tiimo6r dokusuna yerlesik; veya tiimor iligkili kronik inflamasyon sonucu
dalak, kemik iligi ve metastatik organlarda biriken veya periferik kanda bulunan
immiin hiicrelerden o6zellikle pro-tiimor Ozellikte olan tip 2 monosit/makrofaj,
miyeloid-kokenli baskilayici hiicreler (MDSC) (myeloid-derived suppressor cells) ve
baskilayici fonksiyona sahip nétrofiller; neo- anjiyogenez, T hiicre iliskili anti-timor
yanitlarin baskilanmasi, timor gelisimi ve metastaz1 i¢in gerekli faktdrlerin ve bag
dokunun yeniden sekillendirilmesi gibi karsinogenez icin kritik fonksiyonlara
sahiptirler (Awad ve ark., 2018; Kalluri, & Zeisberg, 2006; Marvel, & Gabrilovich,
2015; Mlecnik ve ark., 2011; Pietras, & Ostman, 2010).



2.3 Meme Kanseri

Meme kanseri tim diinyada kadin cinsiyetin en sik goriilen kanser tipidir.
Klinikte erken evrelerde saptanan %70-80 hastada tamamen iyilesme saglanabilirken,
uzak organ metastazi varliginda elimizdeki mevcut tedaviler ile kiir miimkiin degildir.
Meme kanseri molekiiler diizeyde incelendiginde biyolojik davranislarin ve tedavi
yaklagimarinin farkli oldugu alt gruplari olan oldukca heterojen bir hastaliktir.
Tedavide cerrahi, radyasyon tedavisi ve sistemik tedavileri (kemoterapi, anti-HER2,
endokrin tedaviler, PARP inhibitorleri, immunoterapiler) igeren multidisipliner
yaklagimlar kullanilmaktadir (Harbeck ve ark., 2019).

Erken evre meme kanseri, meme dokusu ve yalnizca komsu aksiller lenf
nodlarina smirl hastalik olarak tanimlanir. Tedavide son 10-15 yilda kat edilen
gelismeler ile gliniimiizde erken evre hastalik biiylik oranda tamamen iyilesme ile
sonuclanmaktadir, ancak ileri evre (metastatik) hastalikta tamamen iyilesme miimkiin
degilken; daha az yan etkiler ile hastaligin semptomlar1 kontrol altina almak ve
sagkalimi uzatmak hedeflenmektedir. Gilinlimiizde meme kanserinin siniflamasi ve
tedavisi temel olarak molekiiler diizeyde patogenezde sorumlu histolojik ve genetik
degisiklikleri 6l¢ii ve hedef olarak almaktadir. En sik kullanilan siniflamada 6strojen
reseptdr (ER), progesteron reseptor (PR) eksprese eden tiimor hormon reseptdr pozitif
meme kanseri olarak adlandirilirken, ER, PR ve HER2 (human epidermal growth
factor receptor 2) ekspresyonu gostermeyen tiimor triple negatif meme kanseri olarak
adlandirilir (Harbeck ve ark., 2019).

Meme kanserinin baglangici ve mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamig
olmakla beraber klonal evrim modeli ve kanser kok hiicre modeli kabul gormiis; son
caligmalarda kanser kok hiicresinin klonal seleksiyon ile secilimi {izerinde
durulmustur (Harbeck ve ark., 2019; Petersen, & Polyak, 2010).

Normal meme dokusunda iki tip epitelyal hiicre tipi bulunmaktadir. Kanal veya
lobiillerdeki tek katli epitel hiicreler “’luminal epitelyal’” hiicreler olarak
isimlendirilirken; bu hiicre katmaninin etrafindaki ikinci katmandaki hiicreler ise
“’bazal miyoepitelyal” hiicreler olarak tanimlanir. Bazal miyoepitelyal hiicreler bazal
memran ile yakin temas halindedir. Bu nedenle meme kanseri alt-tipleri tanimlanirlen

kullanilan bazal ve luminal ifadesi bu hiicre orjini sebebiyle kullanilmaktadir



(Petersen, & Polyak, 2010; Valentin da Silva, Privat, Alaoui-Jamali, & Bignon, 2012).
Meme kanserinde de bu var olan ekstraseliiler matriks ve farkli hiicrelerin olusturdugu
kompleks mikrocevre daha da karisik bir yap1 haline doniismektedir. Meme kanseri
mikrocevresinde siklikla kanser iliskili fibroblastlar ve lokosit serinin elemanlar
(lenfositler, makrofajlar, myeloid tiirevi stromal hiicreler) bulunmaktadir. Farkl alt
tipler arasinda immunojenik kapasite degiskenlik gosterirken, triple negatif ve HER2
pozitif meme kanseri daha immunojenik 6zellik gosterirken, luminal A ve luminal B
alt tipleri daha az immunojeniktir. Neoadjuvan tedavilere yanit ve prognoz tiimor
infiltre eden 16kositler ile pozitif olarak iliskili olarak bulunmustur (Harbeck ve ark.,
2019; Petersen ve ark., 2010; Visvader, &Lindeman, 2006).

Meme kanserine olusturulan immun yanit, tiimdr hiicrelerinde olusan genetik
degisiklikler sonucu ekspresyon gosterdigi neoantijenler ile baslatilir. Antijen sunucu
hiicreler tarafindan sunulan neoantijenler CD8+ sitotoksik ve CD4+ yardimc1 T hiicre
aktivasyonu ile sonuglanir. Anti-tim6r immun yanit temel olarak T hiicre reseptorii
aktivasyonu ile CD8+ T hiicreler tarafindan sitolitik perforin ve granzim
molekiillerinin salinimi ve tiimor hiicre lizisi ile olusturulur. CD4+ T hiicreler ise
IFNy, IL-2 ve timdr nekrozis faktor gibi sitokinlerin salinimi ile CD8+ T hiicre
yanitim1 giiclendirir. CD8+ T hiicreler Fas ligand ekspresyonunu artirarak ve TNF
iligkili apoptoz ligandlarinin (TRAIL) indiiksiyonu ile tiimor hiicre apoptozunu
gerceklestirir. Ayrica dogrudan tlimor hiicre 6liimiinde dogal immunitenin parcasi olan
NK ve NK T hiicreleri da énemli rol oynar. Tiimdr hiicreleri CTLA-4, PD-L1 gibi
immun checkpoint diizenleyici molekiil ekspresyonu anti-tiimdér immun yaniti
baskilamak i¢in kullanirken sonug olarak T hiicreler kronik olarak tiimor hiicrelerine
maruz kalir ve iglevsiz hale gelir (Harbeck ve ark., 2019).

Meme kanseri tedavisinde standart olarak kemoterapi, radyoterapi veya cerrahi
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile tek hedefli tedaviler yerine
kombine tedavi stratejilerinin kullanilmasinin gerekliligi literatiirde tartisilmaktadir.
Kemoterapi ve cerrahi 6zellikle yiiksek invaziv ve toksisite problemleri barindirdigi
icin, bu etkiyi minimale tasiyacak ve hedefli bir ek tedavi protokolii aranmaktadir.
Ayrica, aranilan bu yeni tedavi yaklasimlarinda immiin sistem hiicrelerinin kanser
tedavisinde Onemini vurgulamakta ve immiin sistem hiicrelerinin seg¢ici olarak

hedeflenmesi gerekliligi bilim camiasinda yiiksek etkili dergiler ve bilim insanlar1



tarafindan onerilmektedir (Charmsaz, Collins, Perry, & Prencipe 2019; Chun, Page, &
McArthur 2019; Hiam-Galvez, Allen & Spitzer 2019; Murciano-Goroff, Warner &
Wolchok, 2020; Pucci, Chiara & Gianni 2019; Zhao ve ark., 2019).

Meme kanserinin, Diinya Saglk Orgiitiiniin 2012 timér simiflamasinda da
bildirildigi gibi, konvansiyonel (geleneksel) tipine kiyasla daha az karsilasilan cesitli
subtipleri (0zel tipleri) bulunmaktadir. Yapilan morfolojik ve molekiiler ¢aligmalarda,
bu subtiplerin farkli hormonal profilleri ile tedavi modalitelerine farkli yanitlar
verdikleri ve prognozlarinin da farkli oldugu gosterilmistir (de Ronde, Bonder, Lips,
Rodenhuis, & Wessels 2014). Hatta ayn1 kanser tipinin ayn tedaviye, farkli hastada
farkli yanit verdigi de saptanmistir. Bu durum, giiniimiizde kisiye yonelik tedavi
yontemlerini glindeme getirmis, tedavi protokollerinin kisiye gore diizenlenmesi
gereksinimini dogurmustur. Ozellikle son 20 yilda molekiiler ¢alismalarin artmastyla
meme kanserinin molekiiler subtipleri tanimlanmaistir. Perou ve ark. tarafindan yapilan
caligmada gen ekspresyon profiline (GEP) dayal1 bir molekiiler siniflama yapilmastir.
Bu calismada toplam 42 hastaya ait 36 invaziv duktal karsinom, 2 invaziv lobiiler
karsinom, 1 DKIS, 1 fibroadenom ve 3 normal meme dokusu 6rneklerinin gen
ekspresyon profiline bakarak birbirleri arasinda ekspresyonlar1 belirgin farklilik
gosteren 496 adet gen ile intrensek gen setini olusturmuslardir. Bu intrensek gen seti
ile hiyerarsik kiimelenmelere bakip bunlari prognoz, tedaviye yanitlari ile korele
ederek ‘luminal’ grup, ‘bazal-benzeri’ grup, ‘HER-2 asir1 eksprese eden’ grup ve
‘normal meme benzeri’ grup olarak 4 alt gruba ayirmislardir (Perou ve ark., 2000).
Hormon reseptorii eksprese eden luminal alt-grup ise, ER reseptor eksprese etme
durumu ve sag kalim g6z oniline alinarak tekrar degerlendirilmis ve luminal A ve
luminal B olarak yeniden kategorize edilmistir (Serlie ve ark., 2001). Bu ¢alismalara
ek olarak, bircok grup tarafindan farkli ¢aligsmalar yapilmis ve gen ekspresyon profili,
timor morfolojisi, biyolojik davranig, tedaviye yamit, prognoz durumu beraber
degerlendirilerek molekiiler siniflama {izerinde calisilarak kisiye yonelik hedef tedavi
gelistirme yontemleri arastirilmaktadir (Guiu ve ark., 2012; Perou ve ark., 2000; Serlie
ve ark., 2001).

Meme kanseri ile yapilan bilimsel ¢alismalarda bir¢cok patolojide oldugu gibi
hiicre kiiltiirii caligmlar1 biiylik 6nem arz etmektedir. Meme kanserinde bir¢ok farkli

Ozellikte hiicre hatti bulunmakta ve mekanistik calismalarda siklikla tercih



edilmektedir. Bu hiicre hatlarindan calismamizda BT474, T47D, MDA-MB-231 ve
MDA-MB-468 hiicre hatlar1 kullanilarak immiin yanitlar arastirildi. T47D ve BT 474
hiicre hatlar1 invaziv duktal karsinoma olup luminal alt-tipindedir. MDA-MB-231 ve
MDA-MB-468 metastatik adenokarsinom alt-tipindeki bazal hiicre hatlaridir. Bazal
alt-tiplere bakildiginda ise, MDA-MB-231 Bazal-B; MDA-MB-468 ise Bazal-A
olarak kategorize edilmistir (Driessens, Kline, & Gajewski, 2009).

2.4 Meme Kanseri Metastazi

Meme kanserinde metastaz genellikle akciger, kemik, karaciger ve beyne
olmaktadir. (Bailleux, Eberst, & Bachelot 2021; Pollock, Albares, Wendt, & Hubel,
2013). Ozellikle, iiglii negatif meme kanseri (triple negative breast cancer; TNBC)
alt-gruplarinda ilk metastatik organ olarak tiimdriin akcigeri tercih ettigi bildirilmistir
(Smid ve ark., 2008). Bu metastatik tercih sirasinda kanser hiicrelerinin neden ilk
olarak akcigeri segtigine dair farkli spekiilasyonlar bulunsa da (Altorki ve ark., 2019;
Jin ve ark., 2018; Medeiros, & Allan, 2019; Yousefi ve ark., 2018) mekanizma tam
olarak aydinlatilamamistir. Ozellikle gectigimiz son bir kag yil icerisinde, akcigerde
var olan doku yerlesik makrofajlarin inflamasyon ve akciger dokusundaki énemleri
vurgulanmaya baslanmistir (Altorki, ve ark., 2019; Fares, Fares, Khachfe, Salhab, &
Fares, 2020; Hu G, & Christman, 2019). Bu 6zelde yayinlanan g¢aligmalar ise,
genellikle deneysel hayvan modellerinde gosterilen sonuglart gostermekte veya
akcigerin kendine has var olan yapisin1 kanser 6zelinde spekiile etmektedir.

Akcigerin kendine has ekstraseliiler komponent bilesimi ve oldukca karisik
hiicre alt-gruplarindan olusmaktadir. Immiin sistem hiicrelerinden &zellikle doku
yerlesik makrofajlar, akcigerin devamli immiin hiicre alt-grubunu olusturmaktadir.
Ozellikle gectigimiz son bir yil igerisinde, akcigerde var olan doku yerlesik
makrofajlarin  inflamasyon ve akciger dokusundaki Onemleri vurgulanmaya
baslanmistir (Hu G, & Christman, 2019). Farkli kanser tipleri karsilastirildiginda ise,
ozellikle primer meme dokusunda en fazla infiltre olan 16kosit alt-grubunun
makrofajlar oldugu gosterilmistir (Cassetta ve ark., 2008). Ancak, metastatik
organlardaki doku yerlesik veya sekonder tiimor mikrogevresinde bulunan makrofajlar

ile ilgili bilgilerimiz olduk¢a sinirlidir. Literatiirde var olan bilgiler genellikle kanser



iliskili makrofajlar veya deneysel hayvan modellerinde yapilmig sonuglar
gostermekte olup (Cacho-Diaz ve ark., 2020; Cotechini, Atallah, & Grossman, 2021;
Qian ve ark., 2009; Zhu ve ark., 2017) 6zellikle doku yerlesik makrofajlar 6zelinde
meme kanseri hasta Ornekleri ile yapilmis genel veya detayli/mekanistik hi¢ bir

caligma bulunmamaktadir.
2.5 Meme Kanseri Kok Hiicresi

Saglikli meme dokusu hormon ve biiylime faktorlerine agik ve dinamik bir
yapidadir. Bu dinamizmini sahip oldugu kok hiicre havuzu ile devam ettirir. Bu kok
hiicre grubu genel olarak 1in-CD44+ CD24- olarak bildirilmistir. Ayrica, EpCAM-,
CD49+, CD44+, CD24-, PROC+ karaktere sahiptir. Bu hiicreler dis sinyallere bagh
olarak EpCAM+, CD49+, ALDHI+, SSEA4+ onciil hiicrelere farklilagirlar. Bu
hiicreler ise, EpCAM+, CD49-, CD24+, GATA3+, ER+, MUCI+ duktal/lobiiler
hiicrelere ve EpCAM-, CD49+, CD24-, CD44+, CDI10+, CD29+ miyoepitelyal
hiicrelere farklilasirlar (Petersen ve ark., 2010; Visvader & Lindeman, 2006).

Duktal/Lobuler hiicreler

Bazal seri hiicreler  Onciil hiicreler
EpCAM-
CD43+

EpCAM:
CDats Cdans

EpCAM=
Cd24- Aldcflours CD49-
e ) st s

ER+
MUCH4+

Mivyoepitelyal hiicreler

EpCAM-
Cd4as
CD44s
CD10+

A coe4-
cD234+

Sekil 2.1. insan meme dokusundaki fakl epitelyal hiicre serilerinin hiyerarsik gelisim

ve faklilagmasint gosteren sematik model (Petersen & Polyak, 2010’dan

uyarlanmistir).

Meme dokusunda bulunan CD44+/CD24- hiicrelerin bazal karakterde oldugu

ve gen ekspresyon profillerine bakildiginda hiicre goc kapasitesi ile ilgili genleri
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eksprese ettikleri gosterilmistir. CD44-/CD24+ hiicreler ise, daha diferansiye hiicreler
olan luminal epitelyal hiicre fenotipini gdsterir ve bu hiicreler hormon reseptorleri
iliskili gen ekspresyonu profiline sahiptir (Fillmore, & Kuperwasser, 2008). CD24
yiizey belirteci, hiicrelerin iletisiminde, adhezyonunda ve proliferasyonunda
fonksiyona sahiptir (Kristiansen, Sammar, & Altevogt, 2004; Li, Zheng, & Liu, 2004;
Lim, & Oh, 2005).

Kanser kok hiicresi ise, normal kok hiicrelerin de sahip oldugu gibi dokusu
icerisinde kendini yenileme kapasitesine ve farkli klonlara farklilasma yetenegine
sahip olan, tiimdriin olusumu ve idamesini saglayan, uzak metastazdan sorumlu ve
tedavi direncine katkida bulunan hiicre alt grubudur. Bu 6zellikleri ile yeni gelistirilen
tedavilerin hedefi haline gelmistir. Siklikla kanser kok hiicreleri epithelial-mezenkial
farklilagma ile iligkili bulunmustur. Meme kanser kok hiicreleri yiizey belirteci olarak
CD44high/CD24low eksprese ederken, aldehit dehidrogenaz (ALDHI) aktivitesi
gosterirler. CD44 hiicre adezyonu, proliferasyon, farklilagsma ile iligkili hiicre ylizey
transmembran glikoproteinidir. CD24 sialoprotein ekspresyonu adezyon ve metastaz
ile iligkilidir. ALDH1 kok hiicre proliferasyonu ve farklilagmasina katkida
bulunmaktadir. (Li ve ark., 2021; Zhang, Powell, & Li, 2020).

Meme kanseri kok hiicresi ile yiiriitiilen ¢aligmalarda birgok meme kanseri
hiicre hatt1 kullanilmakta ve metastatik mekanizma ¢o6ziilmeye calisilmaktadir. Bu
calisgamalarda hiicre hatlarinda CD44+CD24- hiicrelerin baskin oldugu hiicre hatlar
bazal; CD44-CD24+ hiicrelerin baskin oldugu hiicre hatlar1 luminal; hem CD44+ hem
de CD24+ hiicreleri barindiran gruplar ise “’karigik tip’’ olarak raporlanmistir. Bu
hiicre hatlarindaki parantel hiicrelerden tanimlanmis bu alt-gruplar kosullara baglh
olarak farklilagmaktadir (Fillmore, & Kuperwasser, 2008). Bunun yani sira,
Vassilopoulos ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, CD24+ hiicre alt-
gruplariin da metastatik karaktere sahip hiicreler olabildigi gosterilmistir (Nielsen ve
ark., 2004; Potemski ve ark., 2005; Rakha ve ark., 2006; Rakha, & Ellis, 2009).
Vassilopoulos, Chisholm, Lahusen, Zheng, & Deng, 2014). Meme kanseri kok
hiicreleri ile ilgili birgok ¢alismada farkli yiizey belirtecleri de Onerilse de, asil bu
hiicre grubunu tanimlayan durum metastatik ve anjiyogenz karakteri ve EMT/MET
doniisiim kapasitesi olarak belirtilmistir (Zhou ve ark., 2019). Litaratiirde genel olarak

luminal ve bazal benzeri hiicre grubunun normal saglikli memede orijin aldig:
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hiicrelerden kaynaklandigi i¢in bu ismi aldig1 bildirilse de, yeni yapilan ¢aligmalarda
bu hiicre bazal kokenli hiicrelerden luminal; luminal orjinli hiicrelerden de bazal tipte
meme kanseri hiicreleri gelisebildigi bildirilmistir (Zhou ve ark., 2019). Bu teori,
kanser kok hiicrelerinin sadece farklilasmis hiicrelerdeki mutasyonlardan
kaynaklanmadig1 ve farkli kanser kok hiicresi hipotezlerine gore de yorumlanarak
anlagilmaya calisilmaktadir. Kanser kok hiicresi teorisine gore bir hiicre 1) kok hiicre
iken, ii) Oncil hiicre iken, iii) farklilagmig bir hiicre iken mutasyona ugrayabilir ve
kanser kok hiicresi olusur. Ozellikle, farklilagsmis bir hiicrenin mutasyonlar sonucu de-
diferansiye (geri farklilagmasi, kok hiicre haline geri donmesi) olarak kok hiicre
karakterine doniisebilmesi luminal bir hiicreden de bazal-benzeri kanser hiicresi
sekillenmesini agiklayabilmektedir (Polyak, 2007).

Meme kanseri kok hiicreleri ile ilgili birgok teori ve litaratiir bilgisi bulunsa da,
immiin hiicreler ile etkilesimi ile ilgili veriler olduk¢a sinirlidir. Ayrica, bu hiicrelerin
karakterizasyonu ve smiflamasi ile ilgili daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir
(Dittmer, & Rody, 2013; Oliveira, Jeffrey, & Ribeiro-Silva, 2010; Owens, & Naylor,
2013; Ricardo ve ark., 2011).

2.6 Meme Kanseri ve Miyeloid Hiicreler

Tiimoriin gelisimi, mikrogevresinde bulunan immun hiicrelere ve salgiladiklari
mediyatorlere gore sekillenir (Stanton, Adams, & Disis 2016). Timor
mikrocevresinde tiimor iligkili makrofajlar (tumor-associated macrophages, TAM),
tolerojenik dendritik hiicreler (tolerogenic dendritic cell, tDC), diizenleyici dogal
oldiiriicti hiicreler (regulatory natural killer cell, NKreg), mezenkimal kok hiicreler
(mesenchymal stem cell, MSC), miyeloid kokenli baskilayici hiicreler (myeloid
derived suppressor cell, MDSC), diizenleyici T hiicreler (regulatory T cell, Treg) ve
diizenleyici B hiicreler (regulatory B cell, Breg) bulunur. Bu hiicreler tiimér hiicre
biiylimesini, metaztazini, go¢ilinii, anjiyogenezini etkileyecek inhibitdr sitokinleri

salgilayarak tiimor mikrogevresini degistirebilirler (Sekil 2.2) (Lan ve ark., 2021).
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Sekil 2.2 Meme kanseri mikrogevresinde bulunan immun hiicrelerin rolleri. TAM,
Tumor-associated macrophage:Tuimor iligkili makrofaj; Treg, regulatory T cell: T
regiilator hiicre; tDC, tolerogenic dendritic cell: tolorojenik dendritik hiicre; NKreg,
regulatory natural killer cell : regiilator dogal dldiiriicii hiicre; Breg, regulatory B cell
: regiilator B hiicre; MSC, mesenchymal stem cell : mezenkimal kok hiicre; MDSC,
myeloid derived suppressor cell : Miyeloid kokenli baskilayict hiicre; mDC, myeloid
dendritic cell: miyeloid dendritik hiicre; CTL, cytotoxic T cell : sitotoksik T hiicre
(Lan ve ark., 2021°den uyarlanmistir).

Monositler interferon-gamma, lipopolisakkarit ve graniilosit-makrofaj koloni
uyarict faktdr (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF)
varliginda M1 anti-tiimor fenotipinde TAM polarizasyonu indiiklenirken; makrofaj
koloni uyarici faktor 1 (macrophage colony-stimulating factor-1, CSF-1), interlokin-
4 (IL-4), interlokin-10 (IL-10), doniistiiriicti bliylime faktorii- (Transforming growth
factor-p, TGF-B) ve interlokin-13 (IL-13) M2 fenotipindeki pro tiimér TAM

polarizasyonuna katkida bulunur. M2 makrofajlar1 ayrica IL-4 ve IL-13 tarafindan
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M2a'ya farklilagtirilir ve tip II inflamasyon ve T yardimci hiicre 2 (7 helper 2,Th2)
yanitinda rol oynar. M2 makrofajlariin M2b'ye farklilagmasi, immiin kompleks ve
toll benzeri reseptor ligandi yoluyla Th2 aktivasyonuna ve immiin regiilasyona yol
acar. IL-10 ve IL-6 ile M2c ve M2d farklilasmasi, sirasiyla immiinoregiilasyon,
matriks birikimi ve doku yeniden sekillenmesi ve tiimor hiicre kitlelerinin indiiksiyonu
ve biiyiimesi ile iliskilidir. MDSC'ler, GM-CSF, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(vascular endothelial growth factor , VEGF), IL-6 ve Interlokin-1B varliginda kemik
iligi oncii hiicrelerinden gelisir. CD11b" CD14 "HLA-DR ~distk CD15 ~ monositik
MDSC'ler arginaz 1 sagilarlar; CD11b * CD14 "HLA-DRYisi~ CD15" graniilositik
MDSC'ler, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (inducible nitric oxide synthase, iNOS),
nitrik oksit (nitric oxide, NO) ve reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species, ROS)
Bunlar arasinda monositik MDSC'ler TAM'lere farklilasabilir.
kanserinde, CCL2, CCL5 ve CXCL12, TAM ve/veya MDSC’lerin tiimor
mikrocevresine gelmesinde etkilidir (Sekil 2.3) (Cha, & Koo, 2020; Lu ve ark., 2013;
Mantoyani ve ark., 2004; Martinez, & Gordon, 2014; Ohama ve ark., 2015).
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Sekil 2.3 Tiimor iligkili miyeloid hiicrelerin farklilasmasi ve 6zellikleri. GM-CSF,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor: graniilosit-makrofaj stimiile edici

faktor, VEGF, vascular endothelial growth factor: vaskiiler endotelyal biiylime
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faktorii; IL-6, interleukin-6: interlokin-6; IL-1B, interleukin 1B: interlokin 1B; INOS,
inducible nitric oxide synthase:indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; NO, nitric oxide:
nitrik oksit; M-MDSC, monocytic-myeloid-derived suppressor cell: monositik-
miyeloid kokenli baskilayict hiicre; G-MDSC, granulocytic-myeloid-derived
suppressor cell: graniilositik miyeloid kokenli baskilayici hiicre; TAM, tumor-
associated macrophage: timor iligkili makrofaj; Th2, T helper 2, Yardimci T hiicre 2.
(Cha, & Koo, 2020’den uyarlanmaistir).

Tiimo6r dokusuna yerlesik; veya tiimor iligkili kronik inflamasyon sonucu
dalak, kemik iligi ve metastatik organlarda biriken veya periferik kanda bulunan
immiin hiicrelerden o6zellikle pro-tiimér Ozellikte olan tip 2 monosit/makrofaj,
MDSC’ler ve baskilayici fonksiyona sahip noétrofiller; neo- anjiyogenez, T hiicre
iliskili anti-tliimor yanitlarin baskilanmasi, tiimdr gelisimi ve metastazi i¢in gerekli
faktorlerin ve bag dokunun yeniden sekillendirilmesi gibi karsinogenez i¢in kritik olan
onemli fonksiyonlara sahiptirler (Awad, Vlaeminck, Oaebe, Goyvaerts, & Breckpot,
2018; Gabrilovich, 2015; Kalluri, & Zeisberg, 2006; Marwel, & Gabrilovich 2015;
Mlecnik ve ark., 2011; Pietras, & Ostman,2010).

Kanserin erken evrelerinde, TAM'ler, anti-tiimor bagisikligini aktive etmek ve
tiimdr anjiyogenezini inhibe etmek i¢in M1 fenotipini benimserken tiimoriin ileri
evrelerinde, TAM'ler M2 fenotipine gecer ve anjiyogenezi kolaylastirir. Meme
kanserindeki TAM’lar M2 makrofajlar ya da alternatif yolla aktive edilmis makrofajlar
olarak bilinirler ve spesifik olarak CD68, CD163 ve CD206 yiizey belirteglerini ve
Argl, EGF, IL-10, TGF-f, IDO, CCL2 VE CCL22’yi ifade ederler. Bag doku onarimi,
anjiyogenez ve bagisiklik tepkilerini baskilama gibi pro-tiimor 6zelliklere sahiptirler.
Tiim6r mikrogevresinde bulunan tiimor hiicreleri arasindaki hiicre-hiicre iligkileri ve
tiimor hiicrelerinin metastazindan sorumludurlar. Insan meme kanserinde TAM’larin
yogunlugu koétii prognoz ile iliskilidir ve anjiyogenez ile birlikte infiltrasyonlar: artar.
Yapilan fare modeli ¢aligmalarinda tiimor mikrogevresinden TAM’larin ¢ikarilmasi
tiimor ilerlemesinin yavaglamasini saglamistir (Lan ve ark., 2021; Leek ve ark., 1996;
Munir ve ark., 2021; Najafi ve ark., 2019; Obeid, Nanda, Fu, & Olopade, 2013; Tan
ve ark., 2018).
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Meme kanseri de dahil olmak iizere birgok kanser tiirlinde diisiik lenfosite karsi
yiiksek notrofil oraninin kétii prognozla iliskili oldugu goriilmiistiir. Timor dokusuna
infiltre CD66b" notrofiller ile E-kadherin ekspresyonu arasinda ters oranti
gbzlenmistir. Bu nedenle bu hiicrelerin artist EMT siirecini ve tiimor hiicrelerinin
migrasyonunu indiikleyebilir (Azab ve ark., 2012; Hu ve ark., 2015; Shaul, &
Fridlender, 2019). Tiimor iligkili nétrofiller (Tumor associated neutrophils, TAN)
yiizeylerinde eksprese ettikleri notrofil elastaz (neutrophil elastase, NE), matris
metalloproteinaz 9 (matrix metalloproteinase 9, MMP9) ile timor proliferasyonunu
destekler. Ayrica MMP9 tiimér anjiyogenezi ile giiglii sekilde iligkilidir (Wu, &
Zhang, 2020).

Meme kanserinde tiimdr tipine bagli olarak MDSC’ler, CCL2, CXCLS ve
CXCL12 dahil olmak iizere ¢esitli kemokinler tarafindan tiimor bolgelerine alinirlar.
MDSC’ler meme kanseri olan hastalarda yiiksek oranda bulunurlar ve klinik evre ve
metastaz ile iliskilidirler. Ozellikle monositik-MDSC’ler meme kanserinin metastazi
ile iligkilidir. MDSC’ler tarafindan salgilanan iNOS, NOS, ROS, Argl, IL-10, TGF-§
ve programlanmis Olim ligand 1 (programmed death-ligand 1, PD-L1) ile
immiinosupresyonun indiiklenmesi timor  hiicrelerinin - bagisikliktan  kacisini
kolaylastirir (Cha, & Koo, 2020; Kumar, Patel, Tcyganov, & Gabrilovich, 2016; Lan
ve ark., 2021; Markowitz, Wesolowski, Papenfuss, Brooks, & Carson, 2013; Shou ve
ark., 2016).

2.7 Meme Kanseri ve Monosit/Makrofaj iliskisi

Makrofajlar, doku homeostazini koruyan ve patojenlere karsi savunmada
onemli rol oynayan dogal bagisiklik hiicreleridir. Heterojen fenotipleri ve islevleri
bulunduklar1 doku ortami tarafindan siki bir sekilde diizenlenir (Kitamura ve ark.,
2015). Makrofajlar, genellikle miyeloid progenitdrlerden gelisirlerken patofizyolojik
kosullarda monositlerden tiirevlenirler. Farkli monosit alt kiimeleri (CD14/CD16
yiizey belirteglerine gore) TAM’larin Onciilleri olup pro-tiimor aktiviteye sahiptirler.
Dolasimdaki monositlerin tiimdr igine alinmasi, sitokinler, kemokinler, kompleman
bilesenleri vb. dahil olmak iizere tiimor hiicrelerinden veya malign olmayan stromal

hiicrelerden salinan kemotaktik sinyallere baglidir. Meme kanserinde monositten
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tirevlenen makrofajlar tiimoér biliylimesi ve metastaz i¢in Onemli hiicreler olup
alternatif yolla aktive edilen M2 makrofajlara benzerdirler. Bu hiicreler tiimor
hiicrelerinin sagkalimin1 ve ¢ogalmasini destekler. Ayrica kan damarlarina yakin
bolgelere yerleserek tiimor hiicrelerinin migrasyonunda etkili olurlar (Goswami ve
ark., 2005; Ma ve ark., 2020; Olingy, Dinh, & Hedrick, 2019; Qian ve ark., 2011;
Patysheva ve ark., 2022; Riabov ve ark., 2014 Ma ve ark., 2020; Qian ve ark., 2011;
Wyckoff ve ark., 2007; Yang ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2017; Zhang, Chen, Li,
Zhu, & Li, 2021).

TAM’lar salgiladiklar1 CSF-1, MMP-9 ve TGF-f ile tiimoér metastazini;
epidermal biiylime faktorii (epidermal growth factor, EGF) ve CSF-1 ile timor
hiicrelerinin migrason ve invazyonunu; tiimdr hiicre yiizeyindeki PD-L1ve PD-L2, T
hiicrelerin  ylizeyindeki PD-1’e baglanarak T hiicrelerin apoptozunu ve
inaktivasyonunu; tlimor hiicrelerinin yiizeyindeki sinyal diizenleyici protein alfa
(signal regulatory protein alpha, SIRP-o) makrofajlarin yiizeyindeki CD47 ile
etkilesimi sonucu makrofajlarin fagositozlarinin inhibisyonunu; salgiladiklar
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (vascular endothelial growth factor, VEGF) ile
anjiogenezi; VEGF ve platelet kokenli biiylime faktorii (platelet-derived growth
factor, PDGF) ile tiimor hiicrelerinin biiyiimesinde etkilidirler (Sekil 2.4) (Aramimi
ve ark., 2021; Keibel, Singh, & Sharma, 2009).
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Sekil 2.4 Tiimor iligkili makrofajlarin tiimor gelisimindeki rolleri. VEGF, vascular
endothelial growth factor: vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii; PDGF, platelet-
derived growth factor: platelet kokenli biiylime faktorti; CSF-1, macrophage colony-
stimulating factor-1: makrofaj koloni stimiile edici faktor-1; CSF-1R, macrophage
colony-stimulating factor receptor-1: makrofaj koloni stiimile edici faktor reseptorii 1;
MMP-9, matrix metalloproteinase 9: matriks metollaproteinaz-9; TGF-p,
Transforming growth factor-f: donistiiricii bliylime faktorii -B; EGF, epidermal
growth factor: epidermal biiylime faktorii; IL-10, interleukin-10: interlokin-10; SIRP-
o, signal regulatory protein alpha: sinyal dilizenleyici protein-a; PD-L1/2,
programmed death-ligand 1/2 : programlanmis 6liim ligand1 1/2. (Aramini ve ark.,
2021’den uyarlanmaistir).

Timor hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4 ve IL-10 gibi sitokinler
makrofajlardan proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin salgilanmasint engeller ve
TAM’a benzeyen immiinosupresif bir fenotipi destekler. insan THP-1 hiicre dizisi,
yaygin olarak kullanilan bir monosit/makrofaj modelidir ve bu hiicrelerinin biyolojik
davranigi, yapisma, fagositik kapasite ve yiizey belirteci ve sitokin ekspresyonu
acisindan monosit tiirevli makrofajlar olan TAM’lara benzerdir (Stewart, Yang,

Makowski, & Troester, 2012; Yang, Ma, Shao, Clark, & Wells, 2016).
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2.8 Doku Yerlesik Makrofajlar

Doku yerlesik makrofajlar, embriyonik gelisim doneminde fotal karaciger ve
vitelliis kesesinden koken almaktadir. Dogum ile birlikte hematopoez kemik iligine
gecer. Kemik iligi progenitor hiicrelerinden kokenlenen periferik kan monositleri
dokulara infiltre olarak makrofajlara polarize olurlar. Doku makrofajlari toplam hiicre
sayisinin %10-15’ini olusturmakla birlikte ¢ok farkli dokularda bulunmakta ve farkli
fenotip ile fonksiyon gostermektedirler. Akcigerde alveolar makrofaj, dalakta kirmizi
pulpa, beyinde mikroglia hiicresi, karacigerde kupffer hiicresi, deride langerhans
hiicresi, kemikte osteoklast ve bag dokuda da histiyosit hiicresi olarak adlandirilirlar
(Sekil 2.5) (Geissmann ve ark., 2010; Hopkinson-Woolley, Hughes, Gordon, &
Martin, 1994; Italiani, & Boraschi, 2014; Pei,& Yeo, 2016).
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Mikroglia Langerhans Alveolar Kupffer Kirmizi Pulpa Osteoblast
(Beyin) (Deri) Makrofaj (Karaciger) (Dalak) (Kemik)
(Akciger)

Sekil 2.5 Makrofaj Gelisimi ve Doku Makrofajlar1 (Pei, & Yeo, 2016’dan

uyarlanmastir).

Kemik iliginden farklilasan monosit tiirevli makrofajlar yilizeylerinde yiiksek
derecede CD11b, MHC-II ve CCR?2 ifade eder. Yolk kesesi ya da fetal karacigerden
farklilasan doku yerlesik makrofajlar ise yliksek diizeyde F4/80 ve CX3CRI1 ifade
eder. Monosit tiirevli makrofajlar enfeksiyon sirasinda patojenleri fagosite ederler ve
proinflamatuar durumlarda sitokin salgilarlar. Doku yerlesik makrofajlar ise apoptotik

hiicreleri fagosite ederek doku homoestazini siirdiiriir ve doku yeniden sekillenmesi
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icin sitokinler salgilar (Sekil 2.6) (A-Gonzalez ve ark., 2017; Ham, Lima, Lek, &
Moller, 2020; Mass ve ark., 2016; Zhu ve ark., 2017).
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Sekil 2.6 Monosit tiirevli makrofajlar ve doku yerlesik makrofajlar arasindaki farklar

(Ham ve ark., 2020’den uyarlanmaistir).

2.9 Akciger ve Doku Yerlesik Makrofajlar

Intersitisyal ve alveolar makrofajlar olmak iizere akcigerde iki farkli fenotipte
doku yerlesik makrofaj vardir. Bunlardan tip I ve II epitel hiicreleri arasinda
bulunanlara alveolar makrofaj; mikrovaskiiler endotel ile alveolar epitel arasindaki
parankimde bulunanlarada intersitisyal makrofajlar denilmistir. Alveolar makrofajlar
yiizeylerinde CD11b, CD11c, CD16, CD64, CD103, CD141, CD163, CD169, CD206
ve HLA-DR belirteglerini ifade eder. CD163’1i orta ya da yliksek ifade etmelerine
bagl olarak alveolar makrofajlar farkli bolgelere lokalize olurlar (Bharom, Rankin,
Blomberg, & Smed-Soérensen, 2017; Bharat ve ark., 2016; Liegeois, Legrand, Desmet,
Marichal, & Bureau,2018; Yu ve ark., 2016).

Alveolar makrofajlarin fonksiyonel fenotipi bulundugu akciger dokusunun
mikro ortami tarafinca sekillenir. Alveolar makrofajlar doku homoestazi, konak
savunmasl, sirfaktan ve hiicre kalintilarinin temizlenmesi, patojenleri tanima,

akcigerdeki inflamasyonun baglatilmasi ve hasarli dokunun tamir edilmesi gibi 6nemli
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islevlere sahiptir (Xue ve ark., 2014). Fizyolojik kosullarda diisiik seviyerlerde sitokin
iretirlerken yiiksek fagositik aktiviteye sahiptirler (Hussell, & Bell, 2014).
Homoestatik kosullar altinda epitalyal hiicrelerin yiizeyinde bulunan CD200
ve epitelyal hiicrelerden salgilanan IL-10 ve TGF-f’nin alveolar makrofaj yiizeyinde
bulunan CD200R, IL-10R ve TGF-BR tarafindan taninmasi alveolar makrofajlarin
immiinosupresif 6zellik kazanmasini saglar. Sonrasinda alveolar makrofajlar TGF-3
salgilayarak ve retinal dehidrojenazlar1 1/2 (retinal dehydrogenases 1/2, RALDH1/2)
salgilayarak Treg olusumuna katkida bulunur. Olmekte olan hiicreleri fagosite ederek
de doku homoestazini korurlar (Sekil 2.7A). Inflamatuar kosullarda ise Toll benzeri
reseptdr (7Toll-like receptor, TLR) sinyalleri ya da nétrofil hiicre dist tuzaklari
(neutrophil extracellular traps, NET) alveolar makrofajlarin pro-inflamatuar

tepkilerini tetikler (Sekil 2.7B) (Woo, Jeong, & Chung, 2021).

A) Homeostatik Cevre (immunusupresif) B) immiinolojik Cevre (Pro-inflamatuar)
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Sekil 2.7 Alveolar makrofajlarin immiinolojik Islevleri. TGF-B, Transforming growth
factor-f: doniistiiriici biilyiime faktorii -B; TGF-BR, Transforming growth factor-f
receptor: doniistiiriicii bliylime faktorii -f reseptorii; [L-10, interleukin-10: interlokin-
10; IL-10R, interleukin 10 receptor: interlokin 10 reseptorii; RALDHI1/2, retinal
dehydrogenases 1/2: retinal dehidrojenazlar 1/2; TLR, toll like receptor: toll benzeri

reseptor. (Woo ve ark., 2021°den uyarlanmustir.

21



3. GEREC ve YONTEM

3.1 Cahismada Kullamilan Maddeler

Bu tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve biyolojik malzemeler firmalarina gore
stralanmigtir. Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) (EUROIMMUN, Almanya) ;
Fotal Buzagi Serumu (FBS) (Biowest, Fransa); Penisilin-Streptomisin (Biowest,
Fransa); RPMI 1640 (Biowest, Fransa); Ficoll 1.077g/mL (Capricorn Scientific,
Almanya); FACS Flow Cell Wash (BD, ABD); RBC Liziz Tamponu (Sony
Biotechnology, ABD) Tripsin EDTA (Biowest, Fransa); Propidyum lodiir C6zeltisi
(Biolegend, ABD); Forbol 12-Miristat 13- Asetat (PMA) (Sigma, ABD); L-glutamin
(Lonza, Belgika); Anti insan CD45 (klon:J33) mAb (Beckman Coulter, ABD); Anti
insan CDI16 (klon:3G8) mAb (Beckman Coulter, ABD); Anti insan CDI14
(klon:RMO52) mAb (Beckman Coulter, ABD); Anti insan CD11b (klon: D12) mAb
(Becton Dickinson, ABD);Anti insan CD80 (klon: L307.4) mAb (Becton Dickinson,
ABD); Anti insan CD86 (klon: IT2.2) mAb (Becton Dickinson, ABD); Anti insan
CD206 (klon:19.2) mAb (Becton Dickinson, ABD); Anti insan CD163 (klon:GHI/61)
mADb (Biolegend, ABD); Anti insan CD69 (klon:7-239) mAb (Biolegend, ABD); Anti
insan PD-L1 (klon:MIH2) mAb (Biolegend, ABD); Anti insan PD-L2 (klon:MIH18)
mAb (Becton Dickinson, ABD); Anti insan CD68 (klon:Y1/82A) mAb (Biolegend,
ABD); Anti insan HLA-DR(klon:1.243) mAb (Becton Dickinson, ABD); Anti insan
CD44 (klon: 515) mAb (Becton Dickinson, ABD); Anti insan CD24 (klon: ML5) mAb
(Becton Dickinson, ABD).

3.2  Hazirlanan Tamponlar ve Cozeltiler

PBS Cozeltisi: Steril PBS tablet 1000mL basina bir adet olacak sekilde
dH20’ya eklenerek (1X) ¢oziildii ve otoklavlanarak sterilize edildi. Oda sicakliginda
(25°C) muhafaza edildi.
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Tam RPMI 1640 Hiicre Kiiltiirii Ortami: L-glutamin igeren RPMI 1640 iizerine
son konsantrasyonu %10 v/v olacak sekilde FBS (isi-inaktive), %1 v/v olacak sekilde

penisilin/streptomisin eklendi ve +4°C’de saklandi.

Tam DMEM Hiicre Kiiltiirii Ortami: L-glutamin iceren DMEM {izerine son
konsantrasyonu %10 v/v olacak sekilde FBS (isi-inaktive), %1 v/v olacak sekilde

penisilin/streptomisin eklendi ve +4°C’de saklandi.

Tam DMEM Hiicre Kiiltiirii Ortami: L-glutamin iceren DMEM {izerine son
konsantrasyonu %5 v/v olacak sekilde FBS (1si-inaktive), %1 v/v olacak sekilde

penisilin/streptomisin eklendi ve +4°C’de saklandi.

Karboksifloresan Siiksinimidil Ester (CFSE) ¢ozeltisi: CFSE tuzu (50pg) lizerine
18ul DMSO eklenerek ¢oziildii ve -86°C’de sakland.

Tripan Mavisi Cozeltisi: Steril ortamda tartim sonrasinda 1X PBS ile 0.4’liik
cozelti hazirlandi ve 0.22pm’lik filtreden gecirildi. Oda sicakliginda (25°C)

muhafaza edildi.

3.3  Hiicre Hatlar ile in-vitro Calismalarin Planlanmasi

3.3.1 Hiicre Hatlarimin Kiiltiiri

Caligmamizda meme kanseri hiicre hatti olarak MDA-MB-231, MDA-MB-
468, BT-474, T-47D, monosit/makrofaj hiicre hatt1 olarak THP-1 hiicre hatlar1
kullanildi.

3.3.1.1 Meme Kanseri Hiicre Hatlarimin Kiiltiiri;
MDA-MB-231, MDA-MB-468, BT-474 ve T-47D -160°C’den alinarak,

37°C’ye onceden 1sitilmis su banyosunda bulunan i¢i steril dH2O ile dolu behere

alindi. Tam c¢oziinmeleri beklemeden hiicrelerin bulundugu tiipler alkollenerek
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laminer akim kabinine alindi, iizerlerine 6nceden 37°C’ye 1sitilmis tam media kiiltiir
ortam1 pastor pipeti ile eklendi.

Hiicreler hizli bir sekilde dondurulduklari tliplerden yeni tiiplere alindi,
santrifiij edildi ve sonrasi slipernatan hizlica uzaklagtirildi, taze tam hiicre kiiltiir
ortaminda hiicreler yeniden siispanse edildi. Hiicreler oncelikle 25 cm?2°lik hiicre
kiiltiir kabma aktarildi, kiiltiir kabin1 doldurduklari zaman besiyeri ile beraber 75
cm2‘lik kiiltiir kaplarina alind1 ve tam hiicre kiiltiir ortaminda biiyiitiildii. Hiicreler
istenilen yogunluga ulastiginda (~1x10° hiicre/ml) pasajlanarak ilgili deneylerde
kullanildi. Pasajlama haftada iki kez gerceklestirildi ve hiicre kiiltiirlinlin devamliligi
saglandi. Hiicrelerin pasaj sayist 7-10 defadan fazla devam ettirilmedi ve bu pasaj
sayisina ulasan hiicreler atilarak her defasinda yeni hiicreler agildi. Hiicreler 37°C’de,

nemli ve %5 CO2 igeren inkiibatorde muhafaza edildi. (Sekil 3.1)
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Sekil 3.1 Hiicre hatlarinin agilim1 (biorender.com kullanilarak hazirlanmistir.)
3.3.1.2 Monosit/Makrofaj/Alveolar Makrofajlarin Polarizasyonu ve Kiiltiirii

THP-1 hiicre hatt1 monositik hiicre hattt modeli olarak kullanildi. Ayrica, bu
hiicre hattinin phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) ile uyarilmasi ile makrofaja
farklilagtir1ldigi, popiilasyon icinde spontan olarak yapisarak biiyiiyen alt-grubun da
alveolar makrofaj karakterinde oldugu bildirilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda bu

hiicre hatt1 tercih edildi.
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THP-1 hiicre hatt1 yukarida belirtildigi gibi acilarak hiicreler devam ettirildi.
*Monositik hiicreler i¢in (mo-THP-1); THP-1 hiicre hatt1 dikey pozisyonda devam
ettirilecek ve dort glinde bir yari1 yariya pasajlandi.

*Makrofajlart mimik etmek i¢in (p-THP-1); THP-1 hiicre hatt1 yatay pozisyonda, 72
saat boyunca PMA (final konsantrasyon; 40nM) ile uyarildi.

*Alveolar makrofaj polarizasyonu i¢in (Al-Mak-THP-1); THP-1 hiicre hatlar1
(~2,5x10° hiicre/ml) 6-kuyucuklu plakalara ekildi spontan olarak hiicrelerin yapismasi
beklendi. Yaklasik dort giinde bir siispanse fraksiyon atildi, yapisanlarin prolifere
olmasi desteklendi.

Yukarida belirtilen hiicrelerin eldesi igin kullanilacak kiiltiir kosullar1 sematik olarak

asagida gosterilmistir.
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Sekil 3.2 Monosit/Makrofaj/Alveolar Makrofaj hiicrelerinin THP-1 monositik hiicre
hattindan farklilastirilmasi (biorender.com kullanilarak hazirlanmistir.)

25



Tiim hiicre kiiltiirii deneylerinde ana hiicre stogu agildiktan sonraki ilk pasaj
dondurularak, hiicreler stoklandi. Ayrica, hiicre kiiltiiriiniin saglig1 i¢in hiicrelerden

ayda bir supernatan toplanarak mikoplazma testi yapildi.

3.3.2 Monosit/Makrofaj/Alveolar Makrofajlarin Karakterizasyonu

Yukarida anlatildig: iizere kullanilacak olan miyeloid hiicre hatlarinin

karakterize edilebilmesi i¢in {iglii dogrulama stratejisi kullanild1. Bu kapsamda;

3.3.2.1 Flow Sitometri Yontemi Ile Monosit/Makrofaj/Alveolar Makrofajlarin
Karakterizasyonu

Anti-insan CD14, CD16, CD11b, CD80, CD86, CD206, CD163, CD169,
CD63, CD45, PD-L1, PD-L2, CD68 ve HLA-DR belirtegleri analiz edildi. Genel
calisma prensibi olarak hiicreler akim sitometri tiiplerine topland: ve yukarida
belirtilen antikorlar ile isaretlendi. Yiizey belirteclerine karst monoklonal antikorlar ve
izotipik kontrol antikorlar1 (IgG1/G1) uygun konsantrasyonlarda (10ug/mL) eklendi
tiipler vortekslendi ve inkiibasyona (45 dk, 4°C, karanlik) alind1. inkiibasyon siiresinin
sonunda 1.5 mL Cell Wash (BD Biosciences, ABD) ¢ozeltisi eklendi, santrifiij (1800
rpm, 5 dk, 4°C) edildi ve siipernatan atildi. Tiiplere 150 pL Cell Wash eklendi ve
vortekslendi. Hiicreler Flow sitometri cihazinda degerlendirildi. ilgili belirte¢ igin
pozitif olan hiicrelerin yiizdesi belirlenirken ilk olarak tek tek diisen hiicreler kapilandi.
Bunun i¢in forward scatter (FSC)-A ve FSC-H grafiginden diagonal alanda sa¢ilim
gosteren hiicreler analiz edildi (doublet discrimination). Bu hiicrelerden graniilarite
(side scatter-area, SSC-A) ve boyutlart (FSC-A) gz 6niinde bulundurularak yeni bir
grafik daha ¢izildi ve ilgilenilen hiicreler yeniden kapildi. Bu genel kapilama
stratejisinin ardindan antikorlarin konjuge edildigi renkleri gosteren histogram veya
nokta sacilim grafikleri ¢izildi ilgili hiicrelerin ylizdesi ve gerektiginde
ortalama/ortanca floresan yogunluklar1 (mean/median fluorescence intensity, MFT)

hesaplandi.

Tablo 3.1 Akim sitometride kullanilan antikorlar ve dzellikleri
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_ APC Alexa Flour 700 1 ul Beckman Coulter, ABD
_ PE 2.5 ul Beckman Coulter, ABD
_ APC Alexa Flour 750 1 ul Beckman Coulter, ABD
_ APC 1l Beckman Coulter, ABD
_ PC5 2 ul Beckman Coulter, ABD
_ FITC 9 ul Becton Dickinson, ABD
_ PE 9 ul Becton Dickinson, ABD
_ APC 9 ul Becton Dickinson, ABD
_ Krom Orange 1l Beckman Coulter, ABD
_ PE 9 ul Becton Dickinson, ABD
_ PE 9 ul Becton Dickinson, ABD
- APC 1l Beckman Coulter, ABD
Pasific Blue 3 pul

6 kuyulu hiicre kabinda bulunan hiicrelere diff quick boyamasi yapilarak
monosit/makrofaj karakterleri degerlendirildi. Hiicreler ilk olarak 6 kuyulu hiicre
kabina ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakild1 daha sonra PBS ile yikanarak besiyeri
ortamdan uzaklagtirildi ardindan %10’luk formaldehit her bir kuyucuga eklendi ve 5
dakika inkiibasyona birakildi daha sonra PBS yardimi ile formaldehid ortamdan
uzaklagtirildi ardindan PBS de ortamdan uzaklastirildi ve boyama islemleri basladi.
Ilk olarak hemacolor red eklenerek 3.5 dakika inkiibasyona birakildi yikama
yapilmadan hemen arkasindan hemacolor blue eklenerek 2.5 dk inkiibasyona birakildi

ve son olarak PBS ile yikanarak mikroskopta degerlendirildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Morfolojik analizler ile Monosit/Makrofaj/Alveolar Makrofajlarin
Karakterizasyonu (biorender.com kullanilarak hazirlanmaistir.)

Al-Maq Benzeri Hiicre

| Diff quick boyama | | Istk mikroskopi |

Sekil 3.5 Morfolojik analizler ile Monosit/Makrofaj/Alveolar Makrofajlarin
Karakterizasyonun Isik Mikroskopi ve Diff Quick Boyama Ile Karsilastiriimasi

3.4. Ko-Kiiltiir Deneyleri

Meme kanseri hiicre hatlar1 ve THP-1"den farklilastirilmis hiicre hatlar1 (Mo-
THP-1, TAM-THP-1, AM- THP-1) hem hiicre/hiicre etkilesimini anlamak, hem de

salgilanan faktorlerin etkisini degerlendirmek i¢in ikili olarak kiiltiire edildi.
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Bu kapsamda,
-Meme kanseri hiicre hatlari+miyeloid hiicre hatlar ko-kiiltiire edildi.

3.5. Floresan Aktive Hiicre Saflastirma (Facs) Yontemi

Ilgili belirteclere kars1 gelistirilmis floresan konjuge antikor ile isaretlenmis
pozitif hiicrelerin i¢inden tek tek diisen hiicreler kapilandi. Bunun i¢in forward scatter
(FS)-INT ve side scatter (SS)-TOF veya forward scatter (FSC)-A ve FSC-H
grafiginden tek tek diisen hiicreler analiz edildi (doublet discrimination). Sonrasinda
tek tek diisen hiicrelerin i¢inden graniilarite (SSINT) ve boyutuna (FS-INT) gore yeni
bir kapilama yapildi. Bu genel kapilama stratejilerinin ardindan antikorlarin CD163’ya
gore bir nokta sagilim grafigi cizildi. CD163’1 yiiksek diizeyde tasiyan hiicreler
kapiland1 ve bu kapilamalara gore hiicreler saflagtirild1 (Sekil 3.6)Daha sonrasinda
CD206 ekspresyonuna bakildi. Analizler Flow.jo programi kullanilarak
degerlendlrllmls‘ur (Sekil 3. 7)
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Sekil 3.6 FACS yontemi dncesi ve sonrast D6P30 (Al-Magq) hiicrelerin akim sitometri

yontemi ile gosterimi.
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CD206 CD206
D6PX D6P30 SORTED

Sekil 3.7 CD206 ekspresyonunu ilerleyen pasajlarda kaybeden alveolar makrofaj
benzeri THP-1 kokenli hiicrelerin FACS ile saflastirilmast (CD163’e gore
saflastirma yapildi) sonrasinda CD206 ekspresyonuna sahip hiicrelerin ilerleyen
pasajlardaki durumu.

[lgili hiicreler FACS yéntemi ile saflastirildiktan sonra CD206 ekspresyonunu
zaman igerisinde tekrar kaybetmelerini 6nlemek adina bu hiicreler gelatin, Poly-L-
lysin ve ekstracellular matrix (ECM) ile kaplanan hiicre kiiltiirii kaplarinda biiytitiildii.
Bu kosullarda biiyiiyen hiicreler kiyaslandigi zaman ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriine bir
nebze daha yakin olan bu kaplama kosullarinda CD206 ekspresyonunun daha iyi
korundugu 6n verisi elde edildi. Ayrica, elde edilecek hiicreler ilerleyen deneylerde
meme kanseri ko-kiiltlirlerinde kullanilacagi i¢in ve bu meme kanseri hiicreleri
DMEM besiyerinde biiyiidiigi i¢in, DMEM ve RPMI kosullar1 da birbiri ile
kiyaslandi.

3.6 EMG/MEG Degisimlerinin CD24/CD44 Diizeyi ile Belirlenmesi

Ko-kiiltiirler sonucunda meme kanseri hiicre hatlarinda var olan KHH’lerin
(kanser kok hiicresi) ylizdesinde meydana gelen farkliliklar aragtirildi. Bu kapsamda
CD45-, CD44+, CD24-/diistik hiicreler kanser kok hiicresi olarak beklenmekte olup,

akim sitometri yontemi ile degerlendirildi.

3.7. Invazyon Testi lle EMG/MEG Degisimlerinin incelenmesi

Ko-kiiltiir 6n sonuglarina gore segilen inkiibasyon siiresi sonrasinda miyeloid
hiicre hatlar1 ile karsilasmis meme kanseri hiicre hatlar1 plakalardan toplandi. CD45

negatif hiicreler (kanser) kapilanarak flow sitometri yontemi ile saflagtirildi. Elde
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edilen hiicreler 6-kuyulu plakalara ekildi, (cogalma hizlar1 goz oniine alinarak hiicre
sayist 0n deneyler ile belirlenecektir) 16 saat boyunca adheren faza gegmelerine izin
verildi. Inkiibasyon sonunda kuyu tam ortadan ¢izilerek fotograflandi. Yaralanan
alanin ne kadar kapandigin1 6lgmek icin 3 giin boyunca ayni alan fotograflands. ilgili

fotograflar Image J programinda analiz edilerek yara kapanma hizi 6l¢iildii.

3.8 istatiksel Analiz

Tez caligmasinin verileri IBM SPSS 21.0 ve GraphPad Prism 7 programlari
kullanilarak gergeklestirilmistir. Normal dagilim gosteren degiskenler i¢in student’s t
(ikili kargilagtirma) ya da ANOVA (ikiden fazla karsilastirma), normal dagilim
gostermeyenler icin Mann-Whitney U (ikili karsilastirma) ya da Kruskal Wallis
(ikiden fazla karsilagtirma), testlerinin kullanilmasi tercih edilmistir. Gruplar
arasindaki farklar ve anlamliliklar1 two-way ANOVA testi (Bonferroni’s post hoc testi
ile beraber) ile ¢oklu test metodu kullanilmigtir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmis olup, p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 *** olarak grafiklerde

kullantlmastir.
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4. BULGULAR

4.1 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hattr’nin (Al-Maq) Secilimi ve

Karakterizasyonu

Calismamizda monositik hiicre hatt1 olan THP-1 hiicreleri yatay pozisyondan
bekletilerek 4 giinde bir besiyeri 1:1 oraninda degistirilmistir. Zamanla yapisan
hiicreler secilmeye baslanmis ve bu islem 11 ay boyunca devam ettirilmistir. Elde
edilen spontan makrofaj alt-grubu CD206, CD80, CD86, CD16, CD11c, CD11b,
CD14 ve HLA-DR eksprese etme kapasitesine gore degerlendirilerek, alveolar
makrofaj benzeri karaktere ne kadar yakin oldugu saptamaya calisilmistir. Bu
kapsamda iki farkli klonal segilim ile meydana getirilen hiicre alt-grubu
olusturulmustur. (Sekil 4.4-Sekil 4.15). D6P30-DAISY5 olarak tanimlanan hiicre
grubunun ilk secilimi 6 kuyucuklu plakalardan basladig: i¢in “’D6’’ kodu buradan
gelmektedir. ilerleyen pasajlar sonucunda, farklilasmaya ilk basladig1 pasaj 30. Pasaj
oldugu i¢ib “’P30”’ tanimlamas1 yapilmistir. 30. pasajdan sonra devam eden ardigik
pasajlarin 5. Pasajinda donduruldugu i¢in de DAISY5 takisi eklenmistir (Sekil 4.4 ve
Sekil 4.10). Alt-klon sec¢ilimi T25lik flasklardan baslayip, 12. Pasajda ilk karakteri
sergileyen ve takiben 4. Pasajda dondurulan hiicreler ise, °DAISY12-DAISY4”
olarak isimlendirilmistir (Sekil 4.5 ve 4.8).

Ilgili hiicrelerin karakterizasyonu yapilirken, genel hiicre hatlar1 prensibi de
geregi popiilasyonun tiim hiicreleri adherent fazda ve secilmis popiilasyonun %100
karakterini gostermemistir. Bu nedenle karakterizasyon yapilirken segilim sirasindaki
hem siispanse faz hem de adherent faz degerlendirilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.15).

Alveolar makrofaj benzeri hiicreler tutunarak biiyiiyen hiicre alt-gruplar
(adherent) olduklar1 i¢in, bu hiicrelerin tutunmasin1 ve farklilagsmasini saglayan
ekstraseliiler matriks bilesenleri de kullanilmistir. Bu kapsamda, Poly-L-Lysin,
Gelatin ve ekstraselliiler matriks bilesen karisgimi (ECM) kullanilmistir. Besiyeri
icerigine gore bir farklilasma potansiyel farki da goz 6niine alinarak DMEM ve RPMI
besiyerlerinin ikisi de bu kosullar ile ayr1 ayr1 denenmistir (Sekil 4.4-Sekil 4.45).
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Hem D6P30-DAISY5S hem de DAISY12-DAiISY4  alt-klonlart
degerlendirildiginde adherent fazdaki hiicrelerin siispanselere gore daha fazla
makrofaj karakterinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3-Sekil 4.14). Farkli yiizey
tutunma maddeleri kendi arasinda kiyaslandiginda D6P30-DAISYS5 en fazla Poly-L-
Lysin DMEM kosulunda ve 9.giinde CD206 ekspresyonunu arttirmistir. Bu kosulda
ayrica, HLA-DR ekspresyonunun ve CDIllc’nin orta diizeyde olmasi, alveolar

makrofaj benzeri karakter ile uyumludur (Sekil 4.4).

Suyen hicreler M
{
L_J1
=z <
3 2
2 2
FSC-A mm— FSCA mm—
AI-IVIaq | |;f |; | I : | |
i H i L o K .
Z | ‘:z-, { £ Z | ?, ’ ?,
2 21 1 1 vA—————
D o B e e TR D B BTy 8 e § Sy 58 ey 8 TS
o11b co14 D16 — (D36 mem— HA-OR €080 086
Tek tek dugen hicreler H
\ ‘.
: - |
T / <,
g M
2 2
2 2
FSCA w— FSCA em—

THP-1

COUNT s
c:.)uny_Y _—
COUNT st
COUNT ===
COUNT ey
c.ouN'_* r

{ byvirrerrror—
» N { R . . S
T T R —— 1o Y 2 v

D11b co14 (D16 — (D36  w— HIA-DR €080 €086

Sekil 4.2 THP-1 hiicre hattindan spontan segilim ile olusturulan alveolar makrofaj
benzeri (Al-Maq) hiicre hattinin akim sitometri analizleri ile karakterizasyonun temsili
goriintiileri
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Sekil 4.3 THP-1, p-THP-1 ve Al-Maq hiicre hatlarinin CD206, CD163 ve CD169
belirteglerini ifade etme diizeylerini gosteren temsili akim sitometri goriintiileri

CD11b CD11c CD206 CD14
100 100 20 100
c c
5 80 5 80 815 s 80
2 60 2 60 3 3 60
[ o e 4
s o a0 a
o 40 o 40 [ o 40
] 3 3 3 3
4 4 ¢ 5 J
X 20 X 20 ES X 20
N 0 0 0 0
N ‘SRS SE S S S SRS SE RS S
g ‘\@?‘\s e &" 3 e“ e ‘\x 0@"‘ 0@ ﬁi{xfﬁ e “‘}*Z e & K ‘2“@ e ‘\‘% "““% ‘2\%
£ @x&ﬁvﬁ.ﬁ“\f ’\“\ "«9& 0 R "b qs‘“ ¥, -\‘-’\ @\“\;“\ ¥ ’& "0° o"o\° & e—“v@vf“\"\\\ X \\xé& ”oe& o & %‘?"‘%\ \e\?/\\ S8 5 ”o 50 \9 "0
v 9 (, \r < 0 0" v O o v
; O S 4,0“ Q;\Q N q°QoV ,0 é' q;\Q L2 EL @«\Q« L9 Q . 3G0N
2 9.GUN
" CD16 CD80 CD86 HLA-DR
& 25 80 80 30
g £20 c c g
; S g0 60 %20
Q @45 ? @ @
al ¢ ¢ g g
5 540 540 5
o ®10 [ 7] [
°l 3 3 3 3"
x5 =% =2 =
0 0 0 0 N N
o NP \“ \‘ \*‘ S N \" \*‘ \“ \“ x‘ % \“ \‘ \*‘ \“ \“ \*‘
e 0“’ 0"9 0‘{0 69 eq“ o3 0‘\\ ‘&\\ s 0& ‘\ 4« ‘\\ Q‘\o “‘ N
%‘”\ﬁ;\%\e\‘\f«\‘\«"@ \00@ q*v V\;\"\@\\\f\y"\‘:&?«@e&o@ & @“ *%\”\‘\\9\’\\‘\’&@06 o\?y"@ qsg;vdra\%\w\é\\\y,\\x\,@éov \t?&
Y oﬁv > e"o«, éﬁo A * 2 WY, _‘\)’ BEAG) ) 0{’0@)‘ O I S e*'\x." o é‘*o“é, ~ Sy 2 % “00 0@ % °>
L S CEN PP S T 2
Lo &8 < ¢ W < AR «©

Sekil 4.4 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatt1 Alt-Klonu D6P30-DAISY5 hiicre
hattinin ‘adherent fazinda’® bulunan hiicrelerdeki CD206, CD&80, CD86, CD16,
CDll1c, CDI11b, CD14 ve HLA-DR yiizey belirteglerinin %ekspresyon grafikleri

DAISY12-DAISY4 ise en fazla gelatin RPMI kosulunda ve 9.giinde CD206
ekspresyonunu arttirmistir. Fakat, bu kosulda CD11c’de yiiksek diizeyde oldugu igin,

dendritik hiicre alt-gruplarinin da farklilagtirigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.5 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatt1 Alt-Klonu DAISY12-DAISY4 hiicre
hattinin ‘adherent fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki CD206, CD80, CD&86, CD16,
CDll1c, CD11b, CD14 ve HLA-DR yiizey belirteglerinin % ekspresyon grafikleri

Tiim alt-klonlar ve kosullar beraber degerlendirildiginde, alveolar makrofajlar

icin oldukea kritik olan CD206 belirtecinin D6P30-DAISY5 hiicre alt-klonu ve Poly-

L-Lysin DMEM kosulunda oldugu belirlenmistir. Meme kanseri hiicreleri ile
gerceklestirilecek kiiltiirler de DMEM ortaminda olacag icin D6P30-DAISY5’in

alveolar makrofaj karakterini koruyacagi da desteklenmistir.
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Sekil 4.6 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hattt Alt-Klonu D6P30-
DAISY5/DAISY12-DAiSY4 hiicre hattiin ‘adherent fazinda’” bulunan hiicrelerdeki
CD206, CD80, CD86, CDIl6, CDllc, CDI1lb, CD14 ve HLA-DR yiizey
belirtecglerinin % ekspresyon grafikleri
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Sekil 4.7 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatt1 Alt-Klonu D6P30-DAISY5 hiicre
hattinin ‘siispanse fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki CD206, CD80, CD86, CD16,
CDll1c, CD11b, CD14 ve HLA-DR yiizey belirteclerinin % ekspresyon grafikler.

Siispanse fazlar degerlendirildigi zaman ise, D6P30-DAISY5 hiicre alt-
klonunun bu kosulda da hala var oldugu saptanmistir. Bu durum alveolar makrofaj
benzeri hiicre hatt1 se¢im icin destekleyici diger bir veriyi olusturmustur (Sekil 4.5 ve

Sekil 4.6).
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Sekil 4.8 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatt1 Alt-Klonu DAISY 12-DAISY4 hiicre
hattinin ‘siispanse fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki CD206, CD80, CD86, CDI16,
CDll1c, CD11b, CD14 ve HLA-DR yiizey belirteglerinin % ekspresyon grafikleri
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Sekil 4.9 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatti Alt-Klonu D6P30-
DAISY5/DAISY12-DAISY4 hiicre hattinin “siispanse fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki
CD206, CDS80, CD86, CDIl6, CDllc, CDI11b, CD14 ve HLA-DR yiizey

belirteglerinin % ekspresyon grafikleri
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Sekil 4.10 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatt1 Alt-Klonu D6P30-DAISYS hiicre
hattinin “’adherent fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki CD206, CD80, CD86, CD16,
CDll1c, CD11b, CD14 ve HLA-DR yiizey belirte¢lerinin %degisim grafikleri
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Sekil 4.11 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatt1 Alt-Klonu DAISY12-DAISY4
hiicre hattinin “’adherent fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki CD206, CD80, CD&6,
CD16, CD1lc, CD11b, CD14 ve HLA-DR yiizey belirteclerinin %degisim grafikleri
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Sekil 4.12 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatti Alt-Klonu D6P30-
DAISY5/DAISY12-DAISY4 hiicre hattinin “’adherent fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki
CD206, CDS80, CDS86, CDIl16, CDllc, CDI11b, CD14 ve HLA-DR yiizey

belirteglerinin %degisim grafikleri
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Sekil 4.13 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatt1 Alt-Klonu D6P30-DAISYS5 hiicre
hattinin ‘siispanse fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki CD206, CD80, CD86, CD16,
CDll1c, CD11b, CD14 ve HLA-DR yiizey belirte¢lerinin %degisim grafikleri
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Sekil 4.14 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatti Alt-Klonu DAISY12-DAISY4
hiicre hattinin ‘siispanse fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki CD206, CD80, CD86, CD16,
CDll1c, CD11b, CD14 ve HLA-DR yiizey belirte¢lerinin %degisim grafikleri



CD11b CD11c CD206 (D14

200
150 120- 600
100 100
gsoi lan 1 IIII =§§1| | || 51 =%1 . |II
e‘gfl—rr'T;? LI 1T N L
: TR Sl 111
i ! g E g #l. I I
o ; L & ® 8 T
| ¥ - 1 |
— -80
< I ~100 S fS S @“0‘4‘ -8
P& S8 & * FFE S & S N S &
Qu| ST GG S ST S *"“;"‘f}" HILS LS
;' '&‘ G FE v e 4":\’\, "Q’c‘}} A" S o Qv ° & A\):\}d e‘fd“r *J:\F Ead
3 R & & & R € il
g g DOPI0DAISYS  DAISY12DAISY4 DEP30-DAISYS  DAISY12-DAISY4 D6P30-DAISYS  DAISY12-DAISY4 D6P30-DAISYS DAISY12.DAlSYA . 360N
~ < g
3 g D16 D80 D86 HLA-DR = 960N
'g 2 150 19 i 'I I gil
3| fw || | sk | s 84 |
g D T e | ¥ ilIII [ |'||||| ¥
o §o B . 3. § it
4 T* ey | 1§
£l | * 8 |u I o II I
o M & e I -8
S S SELE di,e*@evp o d»d, S S ef“é" J‘“@ 0
ST SIS ,,e ,,-P PRSP .\9#‘
TSI FfTS S “* "? RGP ‘ *"'@7 P &J"'
GV O E VO W e AV ‘; ST S & &
& T & N @
ey
D6P30-DAISYS DAISY12-DAISY4 D6P30-DAISYS DAlsY12-DAISY4

Sekil 4.15 Alveolar Makrofaj Benzeri Hiicre Hatti Alt-Klonu D6P30-
DAISY5/DAISY12-DAISY4 hiicre hattinin “siispanse fazinda’’ bulunan hiicrelerdeki
CD206, CD80, CDS86, CDl16, CDIllc, CDI1lb, CD14 ve HLA-DR yiizey
belirteglerinin %degisim grafikleri

4.2 Meme Kanseri Hiicre Hatlar1 Ve Monosit/Makrofaj/Alveolar Makrofaj-

Benzeri Hiicre Alt-Gruplarinin Ko-Kiiltiir Deneyleri

Luminal Bazal

T47D BT474 MDA MB231 MDA MB 468

Sekil 4.16 Kanser Hiicre Hatlatinin Isik Mikroskopi Ile Goriintiileri.

Meme kanseri hiicre hatlar1 T47D, BT474, MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve
monosit/makrofaj hiicre hatlar1 THP-1, pTHP-1, Al-Maq ile gerceklestirilen ko-
kiiltirler sonrasinda CD24+CD44-, CD24-CD44+, CD24+CD44+, CD24-CD44-
hiicre alt gruplarinin ekspresyon diizeylerine bakilmistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil
4.19, Sekil 4.20). Iilk olarak CD24+CD44- yiizey ekspresyon seviyelerine

bakildiginda, bu ekspresyonun en ¢ok luminal hiicre hatt1 olan T47D’de over eksprese
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edildigi goriilmektedir. BT474, MDA-MB-231, MDA-MB-468’de ise ya hig eksprese
edilmedigi ya da ¢ok az edildigi goriilmektedir. T47D’nin THP-1, pTHP-1, Al-Maq
ile ko-kiiltiirii sonrast pTHP-1’in THP-1’e gére CD24+CD44- ekspresyon diizeyinin
arttig1 istatiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil
4.24).

BT474 hiicre hatt1 tek bagina CD24+CD44- eksprese etmezken, Al-Maq ve
THP-1 ile ko-kiiltiirii sonras1t CD24+CD44- ekspresyonunu arttig1 goriiliirken, pTHP-
1 ko-kiilltiirii ile birlikte bu yilizey belirtecinin ekspresyonunda bir degisiklik
goriilmemistir (Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24).

Bazal hiicre hatlar1t MDA-MB-231, MDA-MB-468 tek basina CD24+CD44-
ya hi¢ ya da ¢ok az eksprese ederken, MDA-MB-231’de CD24+CD44- ekspresyonu
ozellikle Al-Magq ile 6nemli bir seviyede artarken, MDA-MB-468’te ise hem Al-Maq
ko-kiiltiiri. hemde THP-1, pTHP-1 ko-kiiltirii sonrasinda CD24+CD44-
ekspresyonunun arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22).

Ozellikle kanser kok hiicresi yiizey belirteci olan CD24-CD44+ ekspresyonu
BT474 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda tek bagina artmigsken, T47D ve MDA-MB-
468 hiicre hatlarinda ekspresyonu goriilmemektedir. Fakat bu iki hiicre hattinin
ozellikle THP-1 ve Al-Magq ile ko-kiiltiirleri sonras1 CD24-CD44+ ekspresyonlarinin
onemli bir diizeyde arttig1 goriilmektedir. BT474 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin
ise THP-1, pTHP-1, Al-Maq ile ko-kiiltlirleri sonrast yine CD24-CD44+
ekspresyonlarinin arttig1 goriilmektedir, fakat yilizde degisimi olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24).

CD24+CD44+ ekspresyonun ise bu sefer T47D ve MDA-MB-468 hiicre
hatlarinda arttig1 goriiliirken, T47D ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ise CD24+CD44+
ylizey belirtecini ¢ok az eksprese ettigi goriilmektedir. Yine bu iki hiicre hattinin
ozellikle THP-1 ve Al-Maq ile birlikte ko-kiiltiirii sonrasinda, CD24+CD44+
ekspresyonunun istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.19,
Sekil 4.22, Sekil 4.24, Sekil 4.26).

Son olarak hem bazal hem de luminal bu dort hiicre hattinda da CD24-CD44-
ekspresyonu ¢ok fazla goriilmemektedir. Luminal hiicre hatlar1 T47D ve BT474’{in
THP-1 ve Al-Magq ile birlikte ko-kiiltiiri sonrasinda CD24-CD44- ekspresyonunun
onemli bir diizeyde arttig1 goriilmektedir. Bazal hiicre hatlarindan MDA-MB-231’in
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Al-Magq ile ko-kiiltiirii sonrasi, MDA-MB-468 hiicre hattinin ise hem Al-Maq, hem de
THP-1 ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonrast CD24-CD44- ekspresyonunun anlamli bir
sekilde arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24).

‘f Tek tek diigen hicreler

T47D

FSC-H

T47D +p-THP-1

FSC-H mm—

i S
1 L |
{ H 1]

T4D+Al-Maq

T47D+THP-1

FSC-H

FSC-A — FSC-A

Sekil 4.17 Meme kanseri hiicre hatt1 T47D ve monosit/makrofaj hiicre hatlart THP-1,
pTHP-1, Al-Maq ile gergeklestirilen ko-kiiltiirler sonrasinda CD24+CD44-, CD24-
CD44+, CD24+CD44+, CD24-CD44- hiicre alt gruplarinin ekspresyon diizeylerinin
temsili akim sitometri grafikleri.
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Sekil 4.18 Meme kanseri hiicre hattt BT474 ve monosit/makrofaj hiicre hatlar1 THP-
1, pTHP-1, Al-Maq ile gergeklestirilen ko-kiiltiirler sonrasinda CD24+CD44-, CD24-
CD44+, CD24+CD44+, CD24-CD44- hiicre alt gruplarinin ekspresyon diizeylerinin
temsili akim sitometri grafikleri.
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Sekil 4.19 Meme kanseri hiicre hattt MDA MB 231 ve monosit/makrofaj hiicre hatlar
THP-1, pTHP-1, Al-Maq ile gergeklestirilen ko-kiiltiirler sonrasinda CD24+CD44-,
CD24-CD44+, (CD24+CD44+, CD24-CD44- hiicre alt gruplarinin ekspresyon
diizeylerinin temsili akim sitometri grafikleri.
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Sekil 4.20 Meme kanseri hiicre hattt MDA MB 468 ve monosit/makrofaj hiicre hatlar
THP-1, pTHP-1, Al-Maq ile gerceklestirilen ko-kiiltiirler sonrasinda CD24+CD44-,
CD24-CD44+, (CD24+CD44+, CD24-CD44- hiicre alt gruplarinin ekspresyon
diizeylerinin temsili akim sitometri grafikleri.
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Sekil 4.21 Meme kanseri hiicre hatlar1 (T47D, BT474, MDA-MB-231, MDA-MB-
468) ve monosit/makrofaj hiicre hatlar1 (THP-1, pTHP-1, Al-Maq) ile gergeklestirilen
ko-kiiltiirler sonrasinda CD24+CD44, CD24-CD44+, CD24+CD44+, CD24-CD44-

hiicre alt gruplarinin %ekspresyon degisimleri. p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***;

p<0,00071 #**:*
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Sekil 4.22 Meme kanseri hiicre hatlar1 (T47D, BT474, MDA-MB-231, MDA-MB-
468) ve monosit/makrofaj hiicre hatlar1 (THP-1, pTHP-1, Al-Magq) ile gergeklestirilen
ko-kiiltiirler sonrasinda CD24+CD44, CD24-CD44+, CD24+CD44+, CD24-CD44-

hiicre alt gruplarinin %degisim grafikleri.
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Sekil 4.23 Al-Maq, pTHP-1 ve THP-1 hiicrelerinin, meme kanseri MDA-MB-468,
MDA-MB-231, T47D ve BT474 hiicre alt gruplarma etkisi. Yiizde ekspresyon

grafikleri verilmistir. p<0,05*

p<0,01**; p<0,001***; p<0,0001 ****

9
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Sekil 4.24 Al-Maq, pTHP-1 ve THP-1 hiicrelerinin, meme kanseri MDA-MB-468,
MDA-MB-231, T47D ve BT474 hiicre alt gruplarina etkisi. Yiizde degisim grafikleri
verilmistir. p<0,05%; p<0,01**; p<0,001***; p<0,0001 ****

Meme kanseri hiicre hatlar1 T47D, BT474, MDA-MB-231 ve MDA-MB-
468’in monosit/makrofaj hiicre hatlar1 THP-1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii
sonrast CD206, CD163, CD169 ve CDIl4 yiizey belirtegleri tiizerine etkileri
incelenmistir (Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28).

Alveolar makrofaj belirteglerinden CD206 diizeyi BT474 hiicre hatt1 ile
gerceklesen ko-kiiltiirler sonrasinda en ¢ok Al-Magq hiicrelerinde, sonrasinda da THP-
1 hiicre hatlarinda gozlendi. CD163 genellikle makrofaj lokalizasyonu ile ilgili fikir
veren bir molekiil olup, BT474 ko-kiiltiirii ile en az p-THP hiicrelerinde artig gosterdi
(Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Sekil 4.9). Bazal benzeri hiicre hatlar1 olan ve metastatik
potansiyeli yliksek oldugu daha onceki caligmalarda gosterilmis MDA-MB-468 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarinin ise, CD163 belirtecini en yiiksek diizeylerde p-THP
hiicrelerinde arttirdig1 goriildii (Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve Sekil 4.31).

CD169, alveolar makrofajlar iizerinde CD206 ile beraber goriilen bir yiizey
belirteci olup, MDA-MB-468 hiicre hatt1 ile gergeklesen ko-kiiltiirlerin tiimiinde bu
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belirtecin artig gosterdigi saptanmistir. Bunun yani sira, MDA-MB-231 hiicre hattinin
da Al-Magq alt-grubunda bu belirteci arttirdig1 gosterilmistir. En az uyarict hiicre hatti
ise, BT474 olarak belirlenmistir (Sekil 4.29, Sekil 4.30).

CD14 hem monosit hem de makrofajlar i¢in kullanilan bir yiizey belirteci olup,
ozellikle monositler i¢in kabul gormektedir. BT474, THP-1 hiicre hattinda tiim alt-
gruplara gére CD14 belirtecini en yiiksek diizeyde arttirmistir. MDA-MB-468 ise, Al-
Magq ve p-THP-1 hiicrelerinde belirtecin artisin1 desteklemistir (Sekil 4.29, Sekil 4.30).

2] & T e
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Sekil 4.25 Meme kanseri hiicre hatt1 T47D’nin monosit/makrofaj hiicre hatlart THP-
1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonrast CD11c+ hiicre kapisindan CD206,
CD163, CD169 ve CD14 yiizey belirtegleri iizerine etkilerinin temsili akim sitometri

goriintiileri
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Sekil 4.26 Meme kanseri hiicre hatt1 BT474’{in monosit/makrofaj hiicre hatlar1 THP-
1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonrast CD11c+ hiicre kapisindan CD206,
CD163, CD169 ve CD14 yiizey belirtegleri iizerine etkilerinin temsili akim sitometri

goriintiileri
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Sekil 4.27 Meme kanseri hiicre hattt MDA MB 231’in monosit/makrofaj hiicre hatlar
THP-1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonras1 CD11c+ hiicre kapisindan CD206,

CD163, CD169 ve CD14 yiizey belirtegleri iizerine etkilerinin temsili akim sitometri

goriintiileri
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Sekil 4.28 Meme kanseri hiicre hattt MDA MB 468’in monosit/makrofaj hiicre hatlar1
THP-1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirli sonrast CD11c+ hiicre kapisindan CD206,
CD163, CD169 ve CD14 yiizey belirtegleri lizerine etkilerinin temsili akim sitometri

goriintiileri
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Sekil 4.29 T47D, BT474, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinin THP-1, Al-
Maq ve pTHP-1 hiicreleriyle ko-kiiltiirii sonras1 CD11c+ hiicre kapisindan CD206,
CD163, CD169 ve CDI14 yiizey belirtegleri iizerine etkileri. p<0,05*; p<0,01*%*;
p<0,001**%*; p<0,0001****
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Sekil 4.30 Al-Maq, pTHP-1 ve THP-1 hiicrelerinin MDA-MB-231, MDA-MB-468,
T47D ve BT474 hiicreleriyle ko-kiiltiirli sonras1 CD11c+ hiicre kapisindan CD206,

CD163, CD169 ve CDI14 yiizey belirtegleri iizerine etkileri. p<0,05*; p<0,01*%*;

p<0,001%%%; p<0,0001****
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Kanser hiicre hatlar1 ile gerceklesen monosit/makrofaj ko-kiiltiirlerinde, BT474
hiicreleri CD80 ekspresyonu yoniinden diger kanserlere oranla daha fazla uyarilmistir.
En diisiik ekspresyon THP-1 ile ko-kiiltiire edilen T47D hiicrelerinde goriilmiistiir.

En yiiksek CD86 ekspresyonu p-THP-1 ile ko-kiiltiir yapilan T47D hiicrelerinde
goriildii. Yine ayni zamanda en diisilk CD86 ekspresyonu da THP-1 hiicresi ile ko-
kiiltiir yapilan T47D hiicrelerinde belirlendi. Al-Magq, p-THP-1 ve THP-1 hiicreleri ile
ko-kiiltiir yapilan MDA-MB 231 ve BT474 hiicre hatlarinda PD-L1 diger kanserlere
oranla istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit edildi. PD-L2 ekspresyonuna
baktigimiz zaman ise, BT474 hiicre hatt1 diger kanserlere gore istatiksel olarak anlamli
bulundu. CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonlar: tiim kanserlerde p-THP-1
kosulunda en yiiksek ekspresyon diizeyine sahipti (Sekil 4.35, Sekil 4.36).
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Sekil 4.31 Meme kanseri hiicre hatti T47D’nin monosit/makrofaj hiicre hatlar1 THP-
1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonras1t CD11b- hiicre kapisindan CD80, CD86,

PD-L1, PD-L2 yiizey belirtegleri iizerine etkilerinin temsili akim sitometri goriintiileri
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Sekil 4.32 Meme kanseri hiicre hatt1 BT474’{in monosit/makrofaj hiicre hatlar1 THP-
1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonras1t CD11b- hiicre kapisindan CD80, CD86,

PD-L1, PD-L2 yiizey belirtegleri iizerine etkilerinin temsili akim sitometri goriintiileri
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Sekil 4.33 Meme kanseri hiicre hattt MDA MB 231’in monosit/makrofaj hiicre hatlar
THP-1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonras1 CD11b- hiicre kapisindan CD80,



CD86, PD-L1, PD-L2 yiizey belirtegleri iizerine etkilerinin temsili akim sitometri

goriintiileri
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Sekil 4.34 Meme kanseri hiicre hattt MDA MB 468’in monosit/makrofaj hiicre hatlar
THP-1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonras1 CD11b- hiicre kapisindan CD80,

CD86, PD-L1, PD-L2 yiizey belirtegleri {lizerine etkilerinin temsili akim sitometri

goriintiileri
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stimiilator belirtegler CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 {izerine etkileri. p<0,05*

Maq ve pTHP-1 hiicreleriyle ko-kiiltiirii CDI11b- hiicre kapisindan sonrasi ko-
p<0,01**; p<0,001***; p<0,000 1 ****

Sekil 4.35 T47D, BT474, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinin THP-1, Al-
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Sekil 4.36 Al-Maq, pTHP-1 ve THP-1 hiicrelerinin MDA-MB-231, MDA-MB-468,

T47D ve BT474 hiicreleriyle ko-kiiltiirii sonrast CDI11b- hiicre kapisindan ko-

stimiilator belirtegler CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 iizerine etkileri. p<0,05%;

p<0,01**; p<0,001***; p<0,000 1 ****
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T47D hiicre hatti ile ger¢eklesen monosit/makrofaj ko-kiiltiirlerinde, bu kanser
alt-tipinin miyeloid hiicrelerdeki HLA-DR ve CD80 ekspresyonunu en az diizeyde
uyaran hiicre hatti oldugu goriildii. BT474 hiicre hattinin ise en ¢ok THP-1 hiicre
hattinda daha sonrasinda da Al-Maq (D6P30-DAISYS5) hiicrelerinde HLA-DR
ekspresyonunu destekledigi goriildii (Sekil 4.41, Sekil 4.42).

MDA MB 468 hiicre hatti ile gerceklesen p-THP-1 ko-kiiltiiriinde, bu kanser
alt-tipinin miyeloid hiicrelerdeki CD80 ekspresyonunu en yiiksek diizeyde uyaran
hiicre hatt1 oldugu goriildii. Miyeloid hiicreler arasindaki en ¢ok CD86 ekspresyonu
p-THP-1"a MDA MB 231 ve BT474 hiicre hatlar1 eklendiginde goriilmiistiir. Yine en
diistik CD86 ekspresyonu T47D hiicre hatti ile ko-kiiltiir yapilan miyeloid hiicrelerde
goriildii. PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonu en ¢ok T47D hiicreleri ile ko-kiiltiir yapilan p-
THP-1 hiicrelerinde goriildii. MDA MB 468 hiicre hatti ile ko-kiiltiir yapilan miyeliod
hiicre hatlarinda en diisiik PD-L1 ve PD-L2 ekspresyon seviyeleri belirlendi. CD80,
CD86, PD-L1, PD-L2 ve HLA-DR ekspresyonlar: tiim kanser hiicre hatlarinda, p-
THP-1 kosulunda diger miyeloidlere gore en yiiksek sevilerde belirlendi (Sekil 4.41,
Sekil 4.42).
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Sekil 4.37 Meme kanseri hiicre hatt1 T47D’nin monosit/makrofaj hiicre hatlart THP-
1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonrast CD11b+ hiicre kapisindan HLA-DR,
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CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 yiizey belirtegleri lizerine etkilerinin temsili akim

sitometri goriintiileri
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Sekil 4.38 Meme kanseri hiicre hatt1 BT474’{in monosit/makrofaj hiicre hatlar1 THP-
1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonrast CD11b+ hiicre kapisindan HLA-DR,
CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 yiizey belirtegleri lizerine etkilerinin temsili akim

sitometri goriintiileri

& &
{ :

i ”
=l ‘7“ CD11b pozitif hiicreler
"1 Tek tek diisen hiicreler

i r

FSC-H

o

MDA MB 231 I :
+ Al-Maq H i
¥
84 '
-
H
MDAMB231 |
+pTHP-1
EH
3-
H
MDAMB 231 |,
+THP-1
g
3.

60



Sekil 4.39 Meme kanseri hiicre hattt MDA MB 231’°in monosit/makrofaj hiicre hatlar
THP-1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonrast CD11b+ hiicre kapisindan HLA-
DR, CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 yiizey belirtecleri iizerine etkilerinin temsili akim

sitometri goriintiileri
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Sekil 4.40 Meme kanseri hiicre hattt MDA MB 468’in monosit/makrofaj hiicre hatlar
THP-1, Al-Maq ve pTHP-1 ile ko-kiiltiirii sonrast CD11b+ hiicre kapisindan HLA-
DR, CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 yiizey belirtecleri iizerine etkilerinin temsili akim

sitometri goriintiileri
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stimiilator belirtegler HLA-DR, CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 iizerine etkileri.

Maq ve pTHP-1 hiicreleriyle ko-kiiltiirii CD11b+ hiicre kapisindan sonrasit ko-
p<0,05%*; p<0,01**; p<0,001***; p<0,0001 ****

Sekil 4.41 T47D, BT474, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinin THP-1, Al-
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Sekil 4.42 Al-Maq, pTHP-1 ve THP-1 hiicrelerinin MDA-MB-231, MDA-MB-468,
T47D ve BT474 hiicreleriyle ko-kiiltiirii sonrast CD11b+ hiicre kapisindan ko-
stimiilator belirtegler HLA-DR, CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 iizerine etkileri.
p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***; p<0,0001 ****

MDA MB 231, MDA MB 468, T47D, BT474 hiicre hatlar1 ile ko-kiiltiir edilen

miyeloid hiicreler, bu kanser hiicrelerinde invazyonu desteklemislerdir. En yiiksek
diizeyde invazyon MDA MB 231 hiicre hatt1 ile THP-1 hiicre hatinin ko-kiiltiir
gurubunda belirlendi (Sekil 4.43, Sekil 4.44)

MDA M8 231 K

72. Saat
72. Saat

0. Saat
0. Saat

72, Saat

& SR

Sekil 4.43 Al-Maq, pTHP-1 ve THP-1 hiicrelerinin MDA-MB-231, MDA-MB-468,
T47D ve BT474 hiicreleriyle ko-kiiltiirii sonras1 metastatik karaktere olan etkisinin
Scratch Assay yontemi ile belirlenmesi.
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Sekil 4.44 Al-Maq, pTHP-1 ve THP-1 hiicrelerinin MDA-MB-231, MDA-MB-468,
T47D ve BT474 hiicreleriyle ko-kiiltiirii sonrast metastatik karaktere olan etkisinin
Scratch Assay yontemi ile belirlenmesi. Piksel alan1 hesaplanirken, (0.saatte Olciilen
alan) - (72.saate dlgiilen alan) formiilasyonu uygulanmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri, kadin kanserleri arasinda ilk sirada yer almaktadir ve 6zellikle
iclii negatif alt-tipi kanser iligkili 6liimlerde ilk sirada yer almaktadir (Siegel, Miller,
Fuchs, & Jemal, 2022). Bunun sebebi olarak, kanser baslatici/kanser kok hiicre alt-
klonlarinin bu kanser tipinde say1 ve yiizdece fazla olmasi olarak gosterilmektedir
(Batlle, & Clevers, 2017; Dittmer, & Rody, 2013; Galassi, Musella, Manduca,
Maccafeo, & Sistigu, 2021). Bu hiicre alt-gruplarinin EMT/MET doniisiim
kapasitelerinin yiiksek (Zhou ve ark., 2019) ve immiin modiilasyon/kacista etkin
oldugu tartisilmaktadir (Lei, & Lee, 2021). Kanser kok hiicresi ve diger adi ile kanser
baslatict hiicre veya sirkiile tiimor hiicresinin litaratiirde CD44, CD24 ve ALDHI
ekspresyonuna gore testip edilebilecegi belirtilmektedir. Genel olarak, CD44+/CD24
negatif olarak belirtilse de, CD24+ hiicrelerin de metastazda rol oynayabilecegini
gosteren yayinlar mevcuttur (Li ve ark., 2021; Nielsen ve ark., 2004; Potemski ve ark.,
2005; Rakha ve ark., 2006; Rakha ve ark., 2009; Ricardo ve ark., 2011; Vassilopoulos
ve ark., 2014; Walcher ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2021).

CD44- CD24- hiicrelerin, uzak organ metastazlarinda etkin oldugu litaratiirde
bildirilmistir (Qiao ve ark., 2021). Litaratiirde kanser kok hiicre popiilasyonlari
aragtirtlan hiicre hatlarinda CD44/CD24 belirtecinin eksprsyonuna gore Bazal,
Luminal ve karisik alt-gruplardan bahsedilmektedir. CD44+ CD24+ hiicrelerin tiim
alt-gruplar1 verebilecegi raporlanmistir (Yeung ve ark., 2010; Jaggupilli ve ark., 2012).
Buna gore, tanimlanan ‘’karigik alt-grup’’ta CD44+/CD24-, CD44diisiik/CD24- ve
CD44-CD24+ kok hiicre alt-gruplar1 bulunabilmektedir (Fillmore & Kuperwasser,
2008). Tez calismamiz kapsaminda gercgeklestirdigimiz deneylerde, litaratiir ile
uyumlu olarak MDA-MB-231 hiicrelerinde CD44+/CD24- kanser kok hiicresi
popiilasyonunun %90 civarlarinda oldugu saptanmistir (Sekil 4.17). Ayrica, BT474
hiicre hattinin da luminal alt-tipte olmasina ragmen bu alt-popiilasyonu MDA-MB-
231 hiire hatt1 kadar bulundurdugu goriilmiistiir (Sekil 4.17). MDA-MB-468
hiicrelerinde CD44+/CD24- hiicre alt-grubu bulunmaz iken, CD44+/CD24+ hiicre
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altgrubu %90 civarlarinda belirlenmistir. Bu da bu hiicre hattinin karigik alt-grup’ta
yer almasi gerektigini diistindiirmiistiir (Fillmore & Kuperwasser, 2008) (Sekil 4.6).
Bu hiicre alt-tipi T47D hiicrelerinde de %30 civarinda tespit edilmistir (Sekil 4.17).
CD44-/CD24+ hiicre hattinin metastaz ile iliskili olabilecegi bildirilmis olup, (Nielsen
ve ark., 2004; Li ve ark., 2021; Potemski ve ark., 2005; Rakha ve ark., 2006; Rakha
ve ark., 2009; Ricardo ve ark., 2011; Vassilopoulos ve ark., 2014; Walcher ve ark.,
2020; Zhang ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2021) T47D hiicrelerinde %50 civarinda
CD44-/CD24+ hiicre alt-grubu saptanmustir (Sekil 4.17). Bu hiicre hattinda mix
poplilasyon varligt da oldugu icin (Sekil 4.17), luminal/kanigik alt-grupta
degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Halihazirda CD44-CD24+ ekspresyonu olan
T47D hiicre hatt1 ile p-THP-1 ko-kiiltiirii sonucunda p-THP-1’mn T47Dhiicre
hattindaki ekspresyonu destekledigi goriildii. Bu sonu¢ T47D’nin metastatik
karakterinin desteklendigini diisiindirmektedir (Sekil 4.21, Sekil 4.23). Ayn1 zamanda
CD44+CD24- ekspresyonu ¢ok az iken Al-Maq hiicresi ile ko-kiiltiirii sonucunda
meme kanseri kok hiicresi karekteri kazandigi da yorumlanabilir (Sekil 4.21, Sekil
4.23). BT474’un bazal seviyede hic CD44-CD24+ ekspresyonu yok iken Al-Maq
hiicresi ile ko-kiiltlirli sonucu az da olsa CD44-CD24+ ekspresyonu kazandigi
goriilmektedir. Bu sonug, BT474’lin metastatik karakterinin desteklenebildigini
diistindiirmustiir (Sekil 4.21, Sekil 4.23). MDA MB 231 hiicre hattinin Al-Maq
hiicresiyle ko-kiiltiiriinde CD44-CD24+ ve CD44-CD24- belirteglerinde ekspresyon
diizeyinin artmasi, hiicre karakterinin metastatik yonde desteklendigini
diistindtiirmustiir (Sekil 4.21, Sekil 4.23). MDA MB 468 hiicre hatt1 ile Al-Magq hiicre
hatt1 ko-kiiltlirli sonrasinda CD44+CD24+ ekspresyonu diiserken CD44-CD24-,
CD44+CD24-, CD44-CD24+ ekspresyonlarinin artmasi, CD44+CD24+ alt-grubun
tiim hiicre alt-gruplarin1 verebilecegi litaratiir verisini desteklemektedir (Sekil 4.21,
Sekil 4.23). Tiim kanser hiicre hatlar1 ve p-THP-1"1n ko-kiiltiirii sonucunda kanser
hiicrelerindeki PD-L1, PD-L2’nin artis1 ve miyeloid grupta p-THP-1’da CD80, CD86
artist bu iki hiicre gurubunun PD-L1/PD-L2/PD-1 etkilesimi ile immiin kagis
yapabilecegini isaret etmektedir (Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil 4.41, Sekil 4.42). Tiim
kanser hiicre hatlar1 ve miyeloid hiicre hatlar1 ile yapilan ko-kiiltliriin ardindan
invazyon testi ile miyeloid hiicre hatlarmin kanserde invazyonu destkledigi

diisiiniilmektedir (Sekil 4.43, Sekil 4.44)
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Meme kanseri kok hiicreleri ile ilgili bir¢ok ¢alismada farkli ylizey belirtecleri
de oOnerilse de asil bu hiicre grubunu tanimlayan durum metastatik ve anjiyogenz
karakteri ve EMT/MET doniisiim kapasitesi olarak belirtilmistir. (Zhou ve ark., 2019).
MO makrofajlardan, temelde M1 ve M2 makrofaj olmak iizere iki farkli makrofa;j alt-
tipi sekillenmektedir. M1 makrofajlar genellikle HLA-DR+, CD86+, CD14+, CD36+,
CD163- immiinofenotipe sahiptir (Lolmede ve ark., 2009). M2 makrofajlar ise, M2a,
M2b, M2c ve M2d olmak tizere farkli alt-gruplar igermektedir (Kim ve ark., 2021;
Lolmede ve ark., 2009; Yongli, Xiang-Hong & Liping 2019). M2 makrofajlarin da
genel olarak CD206+, CD163+ ve CD86+ oldugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2021).
M2a alt-grubu, CD206+, CD163+, HLA-DR+ olup, CD14 belirtecini diisiik diizeyde
eksprese etmektedir. Bu makrofajlarin doku tamiri ile alakali fonksiyonlarda goérev
aldig1 bildirilmistir (Kim ve ark., 2021; Lolmede ve ark., 2009; Yao ve ark., 2019).
M2b alt-grubu, CD86+ ve Th2 yanitlarin1 modiile etmektedir (Kim ve ark., 2021; Yao
ve ark., 2019). M2c alt-grubu, CD206+, CD163+ ve HLA-DR belirtecini diisiik
diizeylerde eksprese etmektedir. Bu hiicreler apoptotik hiicrelerin fagositozunda gorev
alir (Kim ve ark., 2021; Lolmede ve ark., 2009; Yao ve ark., 2019). M2d hiicreler
genellikle toll-benzeri reseptor (toll-like receptor, TLR) ekspresyonu ile karakterize
olup, pro-tiimor ozellikleri vardir (Kim ve ark., 2021).

Meme kanseri metastazinda Ozellikle M2 makrofajlarin ve baskilayict
monositlerin rolii oldugu bilinse de (Ham ve ark., 2020; Keibel ve ark., 2009; Kumar
ve ark., 2016; Marvel & Gabrilovich, 2015; Cotechini ve ark., 2021) doku yerlesik
makrofajlar ve kanser kok hiicreleri arasindaki etkilesim konusunda bilgiler oldukca
simirhidir. Bu tez ¢aligmasi ile amacimiz, farkli kanser kok hiicresi alt-gruplarinin
akcigerdeki doku yerlesik alveolar makrofaj benzeri hiicre doniisiimiine etkisinin olup
olmadig1 konusunda ilk bilgileri elde etmek idi. Meme kanserinin metastatik odagi ilk
olarak akciger oldugu i¢in, ¢alismamizda akciger doku yerlesik makrofajlart olan
alveolar makrofajlar arastinngmistir. Alveolar makrofajlar ylizeylerinde CDI11b,
CDll1c, CD16, CD64, CDI103, CD141, CD163, CD169, CD206 ve HLA-DR
belirteclerini ifade eder. CD163 ekspresyonu bu hiicrelerin hangi bolgelere lokalize
oldugunu gostermektedir. (Bharom ve ark., 2017; Bharat ve ark., 2016; Liegeois ve
ark.,2018; Yu ve ark., 2016). Alveolar makrofajlar ile yapilan insan kaynakli hiicre

kiiltiirti caligmalarinda biiyiik bir limitasyon bulunmaktadir. Litaratiirde kabul goérmiis
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bir alveolar makrofaj hiicre hatti bulunmamaktadir. Sadece bir ¢aligmada THP-1’den
koken alan bir hiicre alt-klonu olusturulmus ve bu hiicrenin karakteristik hiicrelerinin
alveolar makrofaja yakin oldugu gosterilmistir (Sadofsky ve ark., 2019). Fakat, bu
caligmada alveolar makrofaj CD206 ekspresyonun zamanla kayboldugu belirtilmis ve
bu sebeple fonksiyonel deneylerde kullanilacak devamlilik saglanamamistir.
Laboratuvar ¢aligmalarimiz kapsaminda THP-1 hiicre hattindan 11 aylik yapay secilim
siireci ile belirtilen bu hiicre hatt1 elde edilmistir. Ozellikle, Poly-L-Lysin ve DMEM
kosulu varliginda bu alt-klonlarin  ko-kiiltiirii ile CD206 belirteci modiile
edilebilmistir. Zaman icerisinde bizim hiicre alt-klonlarimiz da bu ekspresyonu
kaybedebilme potansiyeline sahip olsa da hiicre saflastirma yontemi ile CD206
eksprese eden alt-klonlar saflastirilarak bol miktarda dondurulmustur. Bu deneyler
sonucunda, litaratiirde alveolar makrofaja en yakin oldugu diisiiniilen bir hiicre hatt1
tarafimizca Onerilmistir. Aynm1 zaman da tiim bu litaratiir bilgisinin 15181nda
laboratuvarimizda alt-popiilasyon olarak karakterize ettigimiz D6P30-Daisy5,
CD163+, CD206+ ve HLA-DR ekspresyonu diigiik immiinofenotipik karakteri ile
M2c alt-grubuna benzer o6zellikler de gostermektedir. CD169+ makrofajlarin mide
kanseri hastalarinin lenf nodlarinda yiiksek diizeyde bulunmasinin iyi prognoz ile
iligkilendirildigi bildirilmistir (Kumamoto ve ark., 2021). Bu belirteglere ek olarak,
CD169 pozitifligini yiiksek diizeylerde gosteriyor olmasi da, timér immiin
yanitlarinda potansiyel etkilerinin olabilecegini diigiindlirmektedir. Bdylelikle,
planladigimiz meme kanseri ko-kiiltiirleri ile gergeklestirilecek fonksiyonel deneyler
gerceklestirilmistir. Hem T47D hem de MDA-MB-468 hiicre hatlar1 kokiiltiirlerde en
cok alveolar makrofaj benzeri karakteri destekleyen hiicre hatt1 olarak belirlenmistir.
Bu hiicreler CD169, CD206 ve CDI14 belirteclerinin modiilasyonunu uyarirken,
ozellikle T47D tiim monosit/makrofaj alt-gruplarinda HLA-DR ekspresyonunu

azalttig1 i¢in immiin kacis1 destekleyebilecektir.

Elde edilen tiim veriler 15181nda, litaratiirde alveolar makrofaj olarak dnerilebilecek bir
hiicre hatt1 tanimlanmistir. Bunun yani sira, meme kanseri kok hiicrelerinden 6zellikle
“karigik tip’> alt-grubunun alveolar makrofaj benzeri hiicreleri uyarabildigi
gosterilmigtir. Bu bilgi ile, bu tip kanserlerin metastatik odak doku yerlesik

makrofajlart metastazi destekleyici yonde sekillendirebilecegi diistiniilmektedir.
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ALDH1
Al-Maq
Breg
CTLA-4
CSF-1
CFSE
CD8+
DKIS
EMT
ER

EGF
GEP
GM-CSF
HER2
IL-2
IL-4
IL-10
IL-13
IFNy

IARC

7. SIMGELER VE KISALTMALAR

Amerikan kanser toplulugu

Aldehit dehidrojenaz 1

Alveolar Makrofaj

Diizenleyici B hiicre

Bagisiklik kontrol noktasi inhibitor-4
Makrofaj koloni uyarici faktor-1
Karboksifloresan Siiksinimidil Ester
Sitotoksik T lenfositler

Duktal karsinoma in situ

Epitelden mezenkima gecis

Ostrojen reseptor

Epidermal biiylime faktorii

Gen ekspresyon profilin
Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor
Insan epidermal biiyiime faktdrii reseptorii 2
Interlokin-2

Interlokin-4

Interldkin-10

Interlokin-13

Interferon gamma

Uluslararasi kanser aragtirma dernegi
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INOS
MDSC
mDC
MSC
MET
MMP9
NET
NK
NK T
NKreg
NO
PBS
PMA
PD-L1
PD-L2
PARP
PDGF
PR
SIRP-au
TAN
TAM
tDC
TNBC

TNF

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
Miyeloid-kokenli baskilayicr hiicreler
Miyeloid dendritik hiicre
Mezenkimal kok hiicre

Mezenkimal epitelyal gecis

Matris metalloproteinaz 9

Notrofil hiicre dis1 tuzaklar

Dogal 6ldiiriicii hiicreler

Dogal 6ldiiriicii T hiicreler
Diizenleyici dogal dldiiriicti hiicre
Nitrik oksit

Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi
Forbol 12-Miristat 13- Asetat
Programlanmis 6liim ligand: 1
Programlanmis 6liim ligand1 2
Poli-ADP-riboz polimeraz inhibitorleri
Trombosit kaynakli bliylime faktorii
Progesteron reseptor

Sinyal diizenleyici protein alfa
Tiimor iligkili notrofiller

Tiimdr iligkili makrofajlar
Tolerojenik dendritik hiicre

Uclii negatif meme kanseri

Tumor nekroz faktor
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TGF-p
Treg
TRAIL
TLR
VEGF
WHO

3E

Dontistiiriicti biiytime faktorii-3

Diizenleyici T hiicreler

Tiimor nekroz faktorii ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand
Toll benzeri reseptor

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

Diinya saglik orgiitii

Eleminasyon, Denge, Kacis
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8. EKLER

Bu c¢aligma hiicre hatlar1 ile gergeklestirildigi ve ilgili tiim tablo, sekil vb. dokiimanlar

metin icerinde kullanildig1 i¢in bu boliime bir belge konulmamugtir.
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