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TÜRKÇE ÖZET  
 

       ¦­l¿ negatif meme kanseri (¦NMK), y¿ksek metastatik potansiyeli, sēnērlē tedavi 

seçenekleri ve kötü prognozuyla ºne ­ēkan agresif bir meme kanseri alt tipidir. Bu alt 

tipin imm¿noterapilere sēnērlē yanēt vermesi, t¿mºr mikro­evresindeki (TME) imm¿n 

h¿cre dinamiklerinin daha iyi anlaĸēlmasēnē gerektirmektedir. TMEôde gºrev alan 

kemokinlerden biri olan CCL5ôin, baĵēĸēklēk h¿crelerinin t¿mºre yanētēnda merkezi 

bir rol oynayabileceĵi ºne s¿r¿lm¿ĸt¿r. Ancak CCL5ôin hafēza T h¿creleri ¿zerindeki 

etkisi meme kanseri ºzelinde tam olarak aydēnlatēlamamēĸtēr. Bu ­alēĸmada, 

¦NMKôya ºzg¿ 4T1 ortotopik fare modeli kullanēlarak CCL5ôin CD4  ve CD8  hafēza 

T h¿cre alt gruplarē ¿zerindeki etkisi incelenmiĸtir. Elde edilen bulgular, CCL5ôin tek 

baĸēna antikanser etkinliĵe sahip olabildiĵini ve hem CD4  hem de CD8  hafēza T 

h¿crelerinin farklē alt tiplerini ĸekillendirebildiĵini gºstermiĸtir. ¥zellikle, CCL5 

varlēĵēnda CD8  doku yerleĸik hafēza T h¿creleri (TRM) ve CD4  merkezi hafēza T 

h¿creleri (TCM) ind¿klenmiĸtir. T¿mºr kaynaklē baskēlayēcē faktºrlerin daha az 

olduĵu erken evre benzeri koĸullarda ise, CCL5ôin CD8  T h¿creleri efektºr hafēza 

(TEM) fenotipine yºnlendirdiĵi gºzlemlenmiĸtir. Bu sonu­lar, CCL5ôin hafēza T 

h¿cre programlanmasēnda evreye baĵlē olarak yºnlendirici bir rol ¿stlenebileceĵini ve 

T hücre temelli antikanser immünoterapiler için yeni stratejik hedefler sunabileceĵini 

ortaya koymaktadēr. ¢alēĸmamēz, CCL5-hafēza T h¿cre etkileĸimini ¦NMKôda 

karakterize eden ilk ­alēĸmalardan biri olma ºzelliĵini taĸēmaktadēr. 

 

Anahtar Kelimeler:  Meme Kanseri, Hafēza T H¿cre, CCL5, CD4 TRM 
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ĶNGĶLĶZCE ÖZET 
 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CCL5 ON SPLENIC CD8+ AND 

CD4+ MEMORY T CELLS IN TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER 

(TNBC) 

 

       Triple-negative breast cancer (TNBC) is a highly aggressive subtype of breast 

cancer characterized by its high metastatic potential, limited treatment options, and 

poor prognosis. The limited response of TNBC to immunotherapies necessitates a 

deeper understanding of immune cell dynamics within the tumor microenvironment 

(TME). Among the key modulators in the TME, the chemokine CCL5 has been 

proposed to play a central role in shaping the anti-tumor immune response; however, 

its effect on memory T cell subsets in the context of breast cancer remains poorly 

defined. In this study, we investigated the role of CCL5 in modulating CD4  and CD8  

memory T cell subsets using an orthotopic 4T1 mouse model of TNBC. Our findings 

demonstrate that CCL5 alone can exert anti-cancer activity and is capable of shaping 

both CD4  and CD8  memory T cells. Specifically, in the presence of CCL5, CD8  

tissue-resident memory T cells (TRM) and CD4  central memory T cells (TCM) were 

induced. Notably, under conditions simulating earlier stages of tumor developmentð

where tumor-derived suppressive factors are relatively lowðCCL5 still promoted the 

differentiation of CD8  memory T cells, which predominantly acquired an effector 

memory (TEM) phenotype. These results suggest that CCL5 plays a phase-dependent 

regulatory role in memory T cell programming and may serve as a strategic target for 

enhancing T cell-mediated anti-tumor immunity. To our knowledge, this is one of the 

first studies to characterize the CCL5ïmemory T cell axis in the context of TNBC. 

 

 

Keywords: Breast Cancer, Memory T Cells, CCL5, CD4 TRM  
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Y¿ksek Lisans tezi olarak sunduĵum ñÜçlü Negatif Meme Kanserinde (ÜNMK), 
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1. GĶRĶķ 

 

       Kanser, biyolojik sistemdeki bazē h¿crelerin kontrols¿z bir ĸekilde b¿y¿yerek 

yayēldēĵē bir hastalēktēr. H¿creler yaĸlandēĵēnda veya hasar gºrd¿ĵ¿nde kontroll¿ bir 

ĸekilde ºl¿r ve yerlerini aynē kimliĵe sahip yeni h¿creler alēr. Bazen bu kontroll¿ s¿re­ 

bozulur ve anormal veya hasarlē h¿creler elemine edilmez. Bu h¿creler farklē ºzellik 

ve karaktere sahiptirler ve kanser h¿creleri olarak adlandērēlēr. (Hanahan, D ve 

ark.,2011). D¿nya Saĵlēk Organizasyonun Uluslararasē kanser araĸtērma ajansēnēn 

2020 yēlēnēn T¿rkiye kanser verilerine göre; 84.339.067 total popülasyondan 233.834 

yeni kanser hastasē bulunmuĸtur. Bu hastalardan 126.335 kiĸinin hastalēk progresyonu 

ºl¿mle sonu­lanmēĸtēr. Kanser vakalarēnda kadēnlarda meme kanserin gºr¿lme oranē 

%23,9ôdur. Meme kanseri (MK), kadēn malign t¿mºrleri arasēnda insidansē en y¿ksek 

olan kanser tipidir. Meme kanseri sēklēkla kemik, akciĵer, beyin ve karaciĵere metastaz 

yapmakta ve bu durum kanser kaynaklē ºl¿mlerin temel nedenini oluĸturmaktadēr (H. 

Liu ve ark.,2020; Sun ve ark.,2017).  

       Hem molek¿ler hem de histolojik kanētlara dayanarak, MK ¿­ gruba ayrēlabilir; 

hormon reseptºr¿ (ºstrojen reseptºr¿ (ER+) veya progesteron reseptºr¿ (PR+)) 

eksprese eden meme kanseri, insan epidermal reseptºr¿ 2 eksprese eden meme kanseri 

(HER2+) ve ¿­l¿ negatif meme kanseri (triple negative breast cancer, 

TNBC=¦NMK) (ERī, PRī, HER2ī). ¦NMK alt tipinin insidansē daha d¿ĸ¿k olsa da 

bu tanēyē alan kadēnlardaki hastalēk progresyonu ­ok agresif seyretmekte ve ºl¿m oranē 

daha yüksek görülmektedir. Hastalar ºzellikle tanē anēnda ­oklu organ metastazlarē ile 

geldiĵi i­in konvansiyonel birincil basamak tedaviler (kemoterapi, cerrahi, 

radyoterapi, vb.) bu tip meme kanseri tedavisinde d¿ĸ¿k baĸarē oranēna sahiptir 

(Weigelt ve ark.,2010). TNM az görülür ama tedavisi zordur.  

       Kanser oluĸuma s¿recinde kemokinler ilgili s¿recin kontrol¿nde b¿y¿k ºneme 

sahiptir. Kemokinler, h¿cresel gº­¿ kontrol eden salgēlanmēĸ formda bulunan 

proteinler olup, kanser h¿creleri ve imm¿n sistem h¿creleri ¿zerinde yaygēn 

reseptörleri bulunur. Hem kanser hücresinin metastatik organlara göçünde hem de 

primer ve metastatik organlarda immün sistem hücrelerinin birikmesinde rol oynar 

(Kohli ve ark.,2022; Korbecki ve ark.,2020; Liu ve ark.,2020). Kemokinler hücre 

göçünün ötesinde proliferasyon, hayatta kalēm vb., gibi fonksiyonel etkileri de 
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mevcuttur (Fei ve ark.,2021). Literat¿rde, bazē kemokinlerin, t¿mºr b¿y¿mesiyle 

yakēndan iliĸkili olduĵunu ve meme kanserinde seviyelerin arttēĵēnē gºstermiĸtir.  

       Bir­ok farklē meme kanseri altt¿r¿nde hastalardan plazmasēnda Kemokin ligandē 

5 (CCL5) seviyelerinin ºnemli ºl­¿de arttēĵē raporlanmēĸtēr. Meme kanseri dahil 

bir­ok kanser tipinin man¿pile ettiĵi kemokinlerden biri de CCL5ôtir. Literat¿rde 

CCL5 veya CCR5'te meydana gelen genetik, epigenetik ve protein düzeyindeki 

deĵiĸikliklerin kanser geliĸimi veya ilerlemesi ile iliĸkili olabileceĵini gºstermektedir. 

CCL5 veya CCR5'in artmēĸ RNA ve protein ekspresyonu safra kesesi, servikal ve 

meme kanseri için kºt¿ prognoz ile iliĸkilidir. Ewing sarkomu, kolon kanseri ve bºbrek 

kanserinde olumlu prognoz i­in belirte­ler olabileceĵini gºstermiĸtir. Bu vakalarda 

CCL5 veya CCR5 ekspresyonu CD8+ infiltrasyon yapan T hücrelerinin birikimi ile 

iliĸkilidir. Ancak CCL5/CCR5 ile sitotoksik T hücreleri (CTL), arasēnda iĸlevsel bir 

iliĸki olup olmadēĵēnē belirlemek i­in daha fazla ­alēĸma yapēlmasē gerekmektedir 

(Yao, M ve ark.,2016).  

       CCL5 imm¿n sistemde de yaygēn ve ºnemli fonksiyonlara sahiptir. NK h¿creleri, 

dendritik h¿creler (DC'ler), makrofajlar, monositler, endotel h¿creleri ve bronĸ epitel 

h¿creleri gibi ­ok sayēda h¿cre tipinde ve dokuda tespit edilmiĸtir. Eozinofiller, 

bazofiller, mast hücreleri, monositler, CTL'ler, naif CD4+ T hücreleri ve bellek 

CD45RO+ T h¿creleri gibi ­oklu baĵēĸēklēk h¿crelerine karĸē g¿­l¿ bir kemotaktik 

aktiviteye sahiptir. (Yao ve ark.,2016). CCL5ôin hafēza T h¿creler ile ilgili iliĸkilerinin 

olduĵu da gºsterilmektedir (Rahimi ve ark.,2018). Fakat kanser h¿creleri tarafēndan 

salgēlanan CCL5 kemokininin CD4+ ve/veya CD8+ hafēza T h¿creler ile olan iliĸki 

araĸtērēlmamēĸtēr. 

       T h¿cre yanētlarēnda ilk aĸama etkin efektºr T h¿cre yanētlarēnēn oluĸmasē olmakla 

beraber, baĸarēlē bir T h¿cre yanētē i­in hafēza yanētlarēnēn oluĸmasē elzemdir. Anti-

kanser iliĸkili imm¿n yanētlarda CD8+ efektºr T h¿cre yanētē olduk­a kritiktir.    

       ¢alēĸmalar genellikle efektºr yanētlarē araĸtērmakta olup, hafēza yanētlarēn oluĸunu 

ile ilgili perspektif son yēllarda ºzellikle sēcak g¿ndemi oluĸturmaktadēr. Hafēza CD8+ 

T h¿creleri geleneksel olarak iki ana alt k¿meye ayrēlēr: merkezi hafēza T h¿creleri (T 

central mermory, TCM) ve efektºr hafēza T h¿creleri (T effector memory, TEM) 

(Vahidi ve ark., 2020). TCM h¿creleri CCR7 óôhomingôô reseptºr¿n¿ eksprese eder ve 

daha az farklēlaĸma, daha y¿ksek kendini yenileme potansiyeli ve artmēĸ proliferasyon 
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gösterirken, TEM hücreleri genellikle efektör hücrelere daha benzer bir fenotiple, yani 

y¿ksek sitotoksisite, hēzlē efektºr fonksiyonu ve y¿ksek Ķnterferon gama (IFNɔ) 

sekresyonu ile karakterize edilir. Ayrēca, CD45RO ekspresyonunun bellek 

hücrelerinde farklēlaĸmaya paralel olarak arttēĵē raporlanmēĸtēr. Ķleri evredeki kanser 

hastalarēnda TCM ve alt k¿melerinde CD95 ekspresyonunun artmasēyla birlikte, 

meme kanserinde t¿mºre karĸē etkili bir bellek h¿cre havuzunun oluĸturulmaya 

­alēĸtēĵē gºr¿lmektedir. Fakat, bu farklēlaĸan h¿crelerin t¿mºr mikro­evresiyle 

etkileĸimlerin sonucunda t¿mºr yok etmek yeteneklerinin bloklandēĵē 

raporlanmaktadēr (Vahidi ve ark., 2020).  

       CCL5 kanser h¿creleri geliĸimi ve devamlēlēĵē i­in olduk­a kritik olmasēnēn yanē 

sēra, bu kemokin imm¿n h¿creler i­in de b¿y¿k ºneme sahiptir. Literat¿rde CCL5 

ekspresyonunun kanser üzerinde inhibisyon mu yoksa indüksiyon rolünde mi 

olduĵuna dair iki yºnl¿ etki tartēĸmasē halen devam etmektedir. CCL5ôin T h¿creleri 

¿zerindeki etkisini anlamak ve ¦NMKôya yºnelik terapºtik yaklaĸēmlarē 

g¿­lendirmek amacēyla CCL5 hedeflemek i­in kurgulanan ­alēĸmalar mevcuttur. 

Fakat, bu kemokinin hafēza T h¿creler ile olan iliĸkisi meme kanseri dahil hi­bir kanser 

t¿r¿nde tanēmlanmamēĸtēr.  

       ¢alēĸmamēzēn amacē, CCL5/¦NMK/Hafēza T h¿cre (TRM, TEM ve/veya TCM) 

etkileĸim mekanizmalarēnē tanēmlamak ve bu mekanizmada ºzellikle splenik CD4+ ve 

CD8+ T hafēza h¿crelerin rol¿n¿ araĸtērmaktēr. 
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2. GENEL BĶLGĶLER 

2.1. Meme Kanseri 

       Kanser, genel olarak bazē h¿crelerini kontrols¿z bir ĸekilde b¿y¿y¿p diĵer 

bºlgelere yayēldēĵē bir hastalēk olarak tanēmlanmaktadērò (Brown, J. S., ve ark. (2023).  

Ancak, bu tanēm, kanserin ñne olduĵunuò a­ēklamaktan ­ok ñneye benzediĵiniò veya 

ñne yaptēĵēnēò tarif eder. Brown ve arkadaĸlarē, kanser tanēmēnē g¿ncelleyerek doĵal 

se­ilim etkisini vurgulamayē ºnermiĸtir ve kanseri doĵal se­ilim yoluyla evrime 

uĵrayan dºn¿ĸm¿ĸ h¿crelerin kontrols¿z ­oĵalma hastalēĵē olarak tanēmlamēĸtēr 

(Brown, J. S., ve ark. (2023).  

       Bu g¿ncel tanēm, kanserin biyolojik dinamiklerini daha iyi kurgulamaktadēr. 

Kanser h¿crelerinin genetik ve ­evresel faktºrlere baĵlē olarak evrimsel bir s¿re­ 

i­inde ­eĸitlenmesi ve bu s¿re­te doĵal se­ilime tabi olmasē, hastalēĵēn seyrini ve 

tedaviye direncini ĸekillendiren kritik bir mekanizma olarak ºne ­ēkar (Brown, J. S., 

ve ark. (2023). 

       Meme kanseri (MK), meme dokusundaki h¿crelerin anormal ĸekilde ­oĵalmaya 

ve kontrols¿z b¿y¿meye baĸlamasēyla oluĸan bir kanser t¿r¿d¿r. Meme kanseri 

insidansē, kadēn malign t¿mºrleri arasēnda insidansē en y¿ksek olan kanser tipidir. Her 

yēl bir milyonôdan fazla kadēna meme kanseri teĸhisi konulduĵu ve 410.000'den fazla 

insanēn bu hastalēktan ºleceĵi tahmin edilmektedir. Bu eĵilim, meme kanserinin 

ºnemli bir d¿nya saĵlēk sorunu olduĵunu gºstermektedir. Meme kanseri sēklēkla 

kemik, akciĵer, beyin ve karaciĵere metastaz yapmakta ve bu durum karser kaynaklē 

ºl¿mlerin temel nedenini oluĸturmaktadēr (H. Liu ve ark.,2020; Sun ve ark.,2017). 

       Hem molek¿ler hem de histolojik kanētlara dayanarak, MK ¿­ gruba ayrēlēr; I) 

Hormon reseptºr¿ (ºstrojen reseptºr¿ (ER+) veya progesteron reseptºr¿ (PR+)) 

eksprese eden meme kanseri; insan epidermal reseptºr¿ 2 eksprese eden meme kanseri 

(Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, HER2+).Ü­l¿ negatif meme kanseri 

(triple negative breast cancer, TNBC=¦NMK) (ERī, PRī, HER2ī) (ķekil 1).  

¦NMK alt tipinin insidansē daha d¿ĸ¿k olsa da bu tanēyē alan kadēnlardaki hastalēk 

progresyonu ­ok agresif seyretmekte ve ºl¿m oranē daha y¿ksek gºr¿lmektedir. 

Hastalar ºzellikle tanē anēnda ­oklu organ metastazlarē ile geldiĵi i­in konvansiyonel 
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birincil basamak tedaviler (kemoterapi, cerrahi, radyoterapi, vb.) bu tip meme kanseri 

tedavisinde d¿ĸ¿k baĸarē oranēna sahiptir (Weigelt ve ark.,2010).  

 

 
ķekil 1. Ü­l¿ negatif meme kanseri (¦NMK) alt tipleri ve kronolojik sērasē (Kashyap,D (2022)ô den 

esinlenilmiĸtir.) HR: Hormon reseptºr¿, ER: ¥strojen reseptºr, PR: Progestron reseptºr, HER2: Ķnsan 

epidermal reseptºr¿ 2 

2.2. Kanserde Ķmm¿n D¿zenleme 

 

       Kanser mikro­evresi, hafēza T h¿crelerinin fonksiyonel ºzelliklerini ºnemli 

ölçüde ĸekillendirebilmektedir. ¥zellikle dokuya yerleĸik hafēza T h¿creleri (TRM), 

t¿mºr dokusunda uzun s¿reli baĵēĸēklēk yanētlarē oluĸturma potansiyeline sahip 

olmalarēna raĵmen, imm¿ns¿presif t¿mºr mikro­evresindeki bazē faktºrler bu 

hücrelerin etkili sitotoksik iĸlevlerini baskēlayabilmektedir. T¿mºr bºlgesinde yoĵun 

olarak bulunan PD-L1, TGF-ɓ ve IL-10 gibi baskēlayēcē sinyaller, ºzellikle CD8  TRM 

h¿crelerinin t¿kenmiĸ (exhausted) fenotipe yºnelmesine neden olabilir (Savas, P ve 

ark.,2018).  

       T¿mºr mikro­evresinde aynē zamanda metabolik stres de (ºrneĵin hipoksi, laktat 

birikimi, d¿ĸ¿k glikoz d¿zeyi) hafēza T h¿crelerinin fonksiyonlarēnē olumsuz 

etkileyebilmektedir. Bu t¿r ortamlar, h¿crelerin efektºr fonksiyonlarēnē azaltērken, 

yüzeyde PD-1, LAG-3 ve TIM-3 gibi inhibitºr reseptºrlerin ekspresyonunu artērarak 

imm¿n yanētē zayēflatēr (Miller, B. C ve ark.,2019).  

       Buna ek olarak, CD4  hafēza T h¿creleri bazē durumlarda reg¿latºr T h¿cre (Treg) 

fenotipine yºnelerek t¿mºr baskēlamaktan ziyade baĵēĸēklēk toleransēnē destekleyici 

bir rol üstlenebilir (Zander, R ve ark.,2019). T¿mºr h¿crelerinin MHC sēnēf I ve II 

ekspresyonunu azaltmasē veya antijen sunum kapasitesini sēnērlamasē da hafēza T 

h¿crelerinin t¿mºr¿ tanēma ve yanēt verme kabiliyetini d¿ĸ¿rmektedir (Rosato, P. C 

ve ark.,2019).  
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       Sonu­ olarak, TMEôdeki h¿cresel ve kimyasal baskēlayēcē faktºrlerin, hafēza T 

h¿crelerinin t¿mºre karĸē etkili bir yanēt oluĸturma yeteneĵini belirgin ĸekilde 

sēnērlandērdēĵē anlaĸēlmaktadēr. 

       Kanser dokusuna bakēldēĵēnda burada sadece kanser h¿creleri olmayēp, kanser 

iliĸkili bir­ok h¿crenin var olduĵu bir mikro­evre gºr¿lmektedir. T¿mºr mikro­evresi 

(tumor microenvironment, TME) olarak nitelendirilen bu özelleĸmiĸ yapēda immün 

sistem h¿crelerinin yoĵun infitrasyonunu gºrülür (Wang, Q.,vd (2023). Primer tümör 

mikro­evresinde bulunan imm¿n h¿creler sadece burada deĵil, aynē zamanda periferik 

kan dolaĸēmē metastatik organlarda ve lenfoid organlarda yer almakta, kanser 

h¿creleriyle sēkē etkileĸim i­inde bulunarak bu h¿crelerin metastatik organlara 

yºnelimini farklē mekanizmalarla kontrol etmektedir (Kitamura ve ark.,2015). 

       Kanser ve imm¿n sistemin bu denli yakēn iliĸkide olmasē ile anti-kanser 

imm¿noterapi geliĸtirilmesi sēcak g¿ndemi oluĸturur. 

       Kanser imm¿n sistem ile olan etkileĸimi ve geliĸimi 3E kuralē ­er­evesinde 

a­ēklamaktadēr. Bu kurala gºre baĵēĸēklēk ve t¿mºr iliĸkisi ¿­ aĸamada ger­ekleĸir: 

Eliminasyon (Elimination) ve denge (Equliubrium), ka­ēĸ (Escape) (ķekil 2). Ķlk 

aĸama eliminasyon s¿recinde, transforme olan h¿creler baĵēĸēklēk sistemi tarafēndan 

tanēnmakta ve yok edilmektedir. Bu aĸamada yok edilmeyen nadir t¿mºr h¿creleri 

daha sonra, baĵēĸēklēk mekanizmalarē tarafēndan b¿y¿melerinin ºnlendiĵi denge 

aĸamasēna girebilmektedir. Ka­ēĸ aĸamasē, kanser h¿crelerinin baĵēĸēklēk sistemi 

tarafēndan kēsētlanmadan b¿y¿meye baĸladēĵē bu s¿recin son aĸamasēnē temsil 

etmektedir. Bu alanda yapēlan ­alēĸmalar ile h¿cre pop¿lasyon dinamikleri ve 

baĵēĸēklēk sistemi ile kanser h¿creleri arasēndaki etkileĸimler araĸtērēlmaktadēr. 

Bºylece dengelerin veya kritik noktalar analiz edilir ve kanser geliĸim s¿recini 

anlamamēza izin vererek tedavi stratejileri tasarlamamēza yardēmcē olabileceĵi 

d¿ĸ¿n¿lmektedir (Mittal, D. vd, 2014). 

 



7 

 

 
ķekil 2. Kanserde 3E kuralē. MDSC, miyeloid t¿revli baskēlayēcē h¿cre; NK, doĵal ºld¿rme; TAM, 

t¿mºrle iliĸkili makrofaj; Treg h¿cresi, d¿zenleyici T h¿cresi (Zhu, S. Y., & Yu, K. D. (2022) 

esinlenilmiĸtir).  

 

       Karsinogenez s¿recindeki imm¿n gºzetimden ka­ēĸ t¿mºr mikro­evresinde 

baĸlayēp, periferde (dalak, kemik iliĵi, kan ve metastatik organ) de olduk­a etkili 

olduĵu i­in kanser h¿creleri uygun koĸullarda metastaz s¿recine katēlabilmektedir 

(Janssen ve ark., 2017, Blomberg ve ark., 2018).  

       Meme kanseri biyolojisinde immün sistemin hem tümör büyümesini ilerletici hem 

de engelleyici etkisi i­ i­e ge­miĸ karmaĸēk bir s¿re­tir. T¿mºr ve imm¿n sistem 

arasēndaki bu iliĸki; t¿mºr¿n algēlanēp, baskēlanmasē ĸeklinde olabileceĵi gibi genetik 

avantaja sahip t¿mºr h¿crelerinin tanēnamayēp, imm¿n sistemden ka­malarē hatta, 

imm¿n sistemi kendi ­ēkarlarē doĵrultusunda kullanmalarē ĸeklinde de 

ger­ekleĸebilmektedir. Bu ­ift taraflē etki; imm¿n sistem h¿creleri, kanser h¿creleri, 

stromal hücreler ve soluble faktºrler arasēndaki etkileĸim sonucu oluĸmaktadēr 

(Cimino-Mathews ve ark., 2015). óô3E Kuralēôô olarak a­ēklanmaya ­alēĸēlan bu 

mekanizma eliminasyon (elemination), denge (equilibrium) ve ka­ēĸ (escape) 

aĸamalarēndan oluĸmaktadēr (Dunn ve ark., 2004). Ķmm¿n sistem tarafēndan 

tanēnabilen kanser h¿cre klonlarē ºld¿r¿l¿rken (eliminasyon), hayatta kalabilen klonlar 

ve imm¿n sistem h¿creleri bir s¿re dengede kalmaktadēr (equilibrium). Bu kanser 

h¿cre klonlarē daha diren­li fenotipte olup, imm¿n sistemi pro-tümör yönde 

farklēlaĸtērarak veya baskēlayarak imm¿n ka­ēĸ mekanizmalarē (escape) 

geliĸtirmektedirler (Dunn ve ark., 2004, Kim ve ark., 2007). Genelde eliminasyon 

aĸamasēnda anti-t¿mºr imm¿n yanētlar i­in CD8+ sitotoksik T lenfositler (cytotoxic T 

cells), doĵal ºld¿r¿c¿ h¿creler (natural killer, NK) ve M1 tip makrofajlar etkili rol 

oynamaktadērlar. Aynē zamanda eliminasyon aĸamasēnda y¿ksek oranda salgēlanan 
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IFN-ɔ sitokini ile makrofajlarēn M1 yºn¿nde polarize olduĵu ve IL-12, IL-23, IL-6 ve 

TNF-a gibi sitokinleri salgēladēklarē bilinmektedir (Dunn ve ark., 2004, Kim ve ark., 

2007). Fakat, makrofajlar ortamda geliĸen imm¿n yanēt sonucu M2 makrofajlara da 

polarize olabilmekte ve t¿mºr iliĸkili makrofajlar (TAM) (Tumor associated 

macrophages) olarak nitelendirilen bu hücreler tümörün büyümesini 

destekleyebilmektedirler (Allavena ve ark., 2008). Bu hücreler genel olarak IL-4 ve 

IL-13 gibi sitokinlerle polarize olmakta ve pro-t¿mºrijenik ºzellik kazanēp, y¿ksek 

oranda IL10, TGF-b salgēlamaktadērlar (Allavena ve ark., 2008). Ayrēca, CD8+ 

sitotoksik T hücrelerin aktivasyonunu engelleyip, CD4+ hücrelerin düzenleyici T 

(Treg) (Regulatory T) h¿crelerine dºn¿ĸ¿m¿n¿ de desteklemektedirler (Elliott ve ark., 

2017, Awad ve ark., 2018). 

       Eliminasyon aĸamasēnda salgēlanan en g¿­l¿ anti-tümör sitokinlerden olan IFN-

gôya karĸē kanser h¿creleri ve ºzellikle TAMôlarēn bazē alt gruplarē óadaptif diren­ô 

(Kursunel ve Esendagli, 2016) denilen bir mekanizma geliĸtirmekte ve ¿zerlerinde 

PD-L1 baskēlayēcē ligandēnē y¿ksek d¿zeylerde ifade etmeye baĸlamaktadērlar. 

Tümörde bulunan CD8+ T hücreler de IFN-g sitokini ile belirli düzeylerde 

aktifleĸirken, eĸ zamanlē olarak ¿zerlerinde PD-L1ôin reseptºr¿ olan PD-1ôi taĸēmaya 

baĸlamaktadērlar. Bu reseptºr ligand etkileĸiminin t¿mºr mikro­evresinde bulunmasē 

t¿mºre saldērmak ¿zere infiltre olmuĸ CD8+ T h¿crelerini yanētsēzlaĸtērmaktadēr 

(Kursunel ve Esendagli, 2016, Elliott ve ark., 2017, Yoyen-Ermis ve ark., 2019). 

Peranzoni ve diĵerlerinin ­alēĸmasēnda t¿mºr mikro­evresine infiltere olabilen CD8+ 

T h¿cre varlēĵēnēn oldu­a az olduĵu, bu nedenle tek baĸēna anti-PD-1 tedavisinin 

yeterli olamayacaĵē, ek olarak t¿mºr mikro­evresine CD8+ T h¿crelerin 

infitrasyonunu arttērēcē stratejilerin de kullanēlmasē gerektiĵi vurgulanmēĸtēr.  

       T¿mºr dokusuna yerleĸik; veya t¿mºr iliĸkili kronik inflamasyon sonucu dalak, 

kemik iliĵi ve metastatik organlarda biriken veya periferik kanda bulunan imm¿n 

hücrelerden özellikle pro-tümör özellikte olan tip 2 monosit/makrofaj, miyeloid-

kºkenli baskēlayēcē h¿creler (MDSC) (myeloid-derived suppressor cells) ve 

baskēlayēcē fonksiyona sahip nºtrofiller; neo- anjiyogenez, T h¿cre iliĸkili anti-tümör 

yanētlarēn baskēlanmasē, t¿mºr geliĸimi ve metastazē i­in gerekli faktºrlerin ve baĵ 

dokunun yeniden ĸekillendirilmesi gibi karsinogenez için kritik fonksiyonlara 
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sahiptirler (Kalluri ve Zeisberg, 2006, Pietras ve Ostman, 2010, Mlecnik ve ark., 2011, 

Marvel ve Gabrilovich, 2015, Awad ve ark., 2018).  

       Periferde yetersiz imm¿n uyarēm ve/veya imm¿n baskēlama yaparak ºzellikle T 

hücre yanētlarēnē sekteye uĵratabilmektedirler. Bu etkilerini, eksik antijen sunumu 

yapmalarē, T h¿crelere negatif eĸ uyaran sinyal gºndermeleri, baskēlayēcē yºnde etkili 

T hücre alt-tipi farklēlaĸmasēnē desteklemeleri ile ger­ekleĸtirirler (Srivastava ve ark., 

2010, Sica ve ark., 2012). MDSCôler, NO ve ROS s¿peroksitlerini kullanarak baĸta 

CD8+ T hücreleri olmak üzere T hücre reseptör sinyalizasyonunu bozmak, Arjinaz-1 

salgēlayarak T h¿crelerin ­oĵalmasē i­in gerekli birincil nutrienti ortamda par­alamak, 

Treg h¿crelerinin oluĸumunu desteklemek ve diĵer miyeloid h¿crelerin antijen sunum 

kapasitelerini engellemek gibi iĸlevlere sahiptirler (Nagaraj ve ark., 2010, Kumar ve 

ark., 2016, Ohl ve Tenbrock, 2018, Bruger ve ark., 2019, Groth ve ark., 2019).  

       Bu hücreler granülositik ve monositik alt-tipte (M-MDSC) olup CD11b ve Gr-1 

farklē d¿zeyde belirtecini taĸērlar.  

       M-MDSC ve TAM hücreleri metastaz ve kanser prognozunda direkt etkilerini 

anjiyogenezi ve metastatik niĸ formasyonunu destekleyerek gºstermekle beraber, en 

ºnemli fonksiyonlarē ºzellikle CD8+ T h¿cre yanētlarēnē baskēlamalarē ve CD4+ 

yardēmcē T h¿creleri Treg h¿crelerine farklēlaĸtērmalarēdēr (Bronte ve ark., 2016, 

Elliott ve ark., 2017, Bruger ve ark., 2019).  

 

2.3. T Hücre Geliĸimi 

       Naif T h¿creleri, ilgili antijenle uyarēldēklarēnda ­oĵalma ve efektºr h¿crelere 

farklēlaĸma s¿recine girer. Bu s¿re­, apoptoz veya uzun ºm¿rl¿ hafēza h¿crelerinin 

ºnc¿s¿ olarak hayatta kalma ile devam eder. T h¿cresi yanētēnēn bu aĸamalarē ve 

sonrasēnda gelen bellek T h¿crelerinin korunmasē, interlºkin-2 (IL-2), IL-7 ve IL-15 

gibi sitokinler tarafēndan ĸekillendirilir. ¥zellikle IL-7 ve IL-15'in üretimi, CD4+ ve 

CD8+ hafēza T h¿crelerinin ­oĵalmasē ve homeostatik hayatta kalmasē i­in kritik bir 

rol oynamaktadēr (Raeber, M. E. ve ark., 2018).  

 

 

 

       Baĵēĸēklēk sistemi, mikroorganizmalara ve patojenlere karĸē doĵuĸtan gelen 

(innate) ve edinilmiĸ (adaptif) olmak ¿zere iki ana kategoriye ayrēlmaktadēr. Doĵuĸtan 
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gelen baĵēĸēklēk, patojenlere karĸē hēzlē ve sabit bir yanēt saĵlarken fagositik h¿creler 

(nºtrofiller, monositler ve makrofajlar), inflamatuar mediyatºrler salgēlayan h¿creler 

(bazofiller, mast h¿creleri ve eozinofiller) ve doĵal ºld¿r¿c¿ h¿creler gibi ­eĸitli 

h¿cresel bileĸenler kullanēr (ķekil 3). Bunun yanēnda, kompleman sistemi, akut faz 

proteinleri ve interferonlar gibi molek¿ler mekanizmalar da bu yanētēn etkinliĵinde rol 

oynamaktadēr (Delves ve ark.,2000). 

 
ķekil 3. Kemik iliĵinden kºk h¿cre farklēlaĸmasē. (Lai AY., 2008 esinlenerek biorenderôda ­izilmiĸtir.) 

 

       Edinilmiĸ baĵēĸēklēk, y¿ksek ºzg¿ll¿k ve baĵēĸēklēk hafēzasē ile karakterize olan, 

patojenlere karĸē ºzelleĸmiĸ bir savunma mekanizmasēdēr. Bu baĵēĸēklēk yanētē, antijen 

sunan h¿crelerin (APC'ler) aracēlēĵēyla T ve B lenfositlerinin tanēnmasē, aktivasyonu 

ve ­oĵalmasēnē i­eren dinamik bir s¿re­tir. B lenfositleri, h¿cre dēĸē patojenlerin 

eliminasyonunda ºnemli rol oynayan antijene ºzg¿ antikorlarē (imm¿noglobulinler) 

¿retirken, T lenfositleri h¿cresel baĵēĸēklēĵēn ana unsurlarēnē oluĸturur. T h¿creleri, 

makrofajlarē aktive ederek fagositoz kapasitesini artērēr, enfekte h¿crelerin doĵrudan 

ortadan kaldērēlmasēnē saĵlar ve baĵēĸēklēk tepkilerinin d¿zenlenmesinde kritik iĸlevler 

üstlenir (Delves ve ark.,2000). 

       Bu s¿re­ler, baĵēĸēklēk hafēzasēnēn kalēcē ve etkin bir ĸekilde korunmasēnē 

saĵlayarak, v¿cutta yeniden karĸēlaĸēlan patojenlere karĸē hēzlē ve etkili bir yanētēn 

ortaya ­ēkmasēna olanak tanēr. Kºk h¿creler, kemik iliĵinden timusa s¿rekli olarak gº­ 

eder ve burada T h¿crelerine dºn¿ĸ¿r. Timusda, T h¿creleri, h¿cre y¿zeyindeki MHC 

(Major Histocompatibility Complex) molek¿lleri tarafēndan T h¿cresi reseptºr¿ne 

sunulan peptit antijenlerini tanēyarak baĵēĸēklēk yanētlarēnē baĸlatēr. Bu mekanizma, 
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baĵēĸēklēk sisteminin patojenlere karĸē etkili bir ĸekilde yanēt vermesini saĵlamak i­in 

kritik bir rol oynamaktadēr (Delves, ve ark., 2000). 

       Timik eĵitim sērasēnda, T h¿crelerinin y¿zeyindeki belirli molek¿llerin 

ekspresyonu son derece d¿zenli bir bi­imde a­ēlēp kapanēr. Bu molek¿ller, baĸlangē­ta 

monoklonal antikorlar kullanēlarak tanēmlanmēĸ ve reaktivite profillerine gºre 

sēnēflandērēlmēĸtēr. ¢eĸitli laboratuvarlar tarafēndan ¿retilen antikorlar, aynē h¿cre 

y¿zeyi molek¿llerini tanēdēklarē i­in k¿meler oluĸturmuĸ ve bu k¿melere "farklēlaĸma 

k¿mesi" (CD) numaralarē kullanēlmaktadēr (Delves ve ark.,2000). 

       T h¿cresi geliĸimi a­ēsēndan kritik ºneme sahip olan CD4 ve CD8 molek¿lleri, 

CD3 molekül grubu ile T hücresi-reseptºr kompleksinin temel bileĸenlerini oluĸturur. 

CD4, MHC sēnēf II molek¿l¿n¿n deĵiĸmez kēsmēna baĵlanērken, CD8 ise MHC sēnēf I 

molek¿l¿ne baĵlanēr. CD4+ T h¿creleri (Th), genellikle yardēmcē T h¿creleri olarak 

iĸlev gºr¿r ve MHC sēnēf II molek¿lleri tarafēndan sunulan antijenleri tanēr. CD8+ T 

h¿creleri (Tc) ise sitotoksik h¿creler olup, MHC sēnēf I molek¿lleri tarafēndan sunulan 

antijenlere tepki verirler (Delves, ve ark., 2000). 

       Timusta, olgunlaĸmamēĸ T h¿creleri baĸlangē­ta hem CD4 hem de CD8 

moleküllerini ekspresse eder. Uygun bir T hücresi reseptörüne sahip bu "double-

pozitif" h¿creler, her iki MHC sēnēfē tarafēndan sunulan peptit antijenlerini tanēyabilme 

potansiyeline sahiptir. Ancak, timusda bu h¿creler olgunlaĸtēk­a, bir molek¿l¿n 

ekspresyonu kaybolur ve sonu­ olarak yalnēzca MHC sēnēf I veya MHC sēnēf II 

molek¿lleri tarafēndan sunulan peptitleri tanēyan, sērasēyla CD8+ veya CD4+ T h¿cre 

ana alt gruplarē oluĸmaktadēr (Delves, ve ark., 2000). 

       CD4+ T yardēmcē h¿creler, sitokin profiline gºre Th1, Th2, Th17 ve Treg gibi 

farklē alt tiplere ayrēlēr; humoral ve h¿cresel baĵēĸēklēk yanētlarēnē d¿zenler. CD8+ 

sitotoksik T lenfositler ise virüsle enfekte veya tümöral hücreleri hedef alarak 

apoptosise yºnlendirirler (ķekil 4). Bu h¿cresel ­eĸitlilik, baĵēĸēklēk sisteminin farklē 

patojenlere karĸē etkili ve spesifik bir yanēt verebilmesini saĵlamaktadēr (Koh, C. H., 

vd 2023). 
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ķekil 4. CD4+ yardēmcē ve CD8+ sitotoksik T h¿cre alttipleri. (Koh, C. H., vd 2023ô den alēnmēĸtēr). 

 

 

       T-hücre alt kümeleri ve Tc-hücre alt kümeleri, sinyal 3 sitokinleri, soy belirleyici 

transkripsiyon faktºrleri ve efektºr sitokin profillerini paylaĸmaktadēr. Tc1 h¿creleri, 

IL-12 ortamēnda farklēlaĸarak T-bet, Eomes ve STAT4 transkripsiyon faktörlerinin 

aktivasyonu yoluyla interferon-gama (IFN-ɔ) ¿retir. Tc2 h¿creleri, IL-4 ortamēnda 

farklēlaĸabilir ve GATA-3 ve STAT6 aracēlēĵēyla IL-4, IL-5 ve IL-13 salgēlar. Tc9 

hücreleri, IL-4 ve TGF-ɓ koĸullarēnda farklēlaĸarak IRF-4 ve STAT6 aracēlēĵēyla IL-9 

üretir. Tc17 hücreleri, IL-6 ve TGF-ɓ ortamēnda RORɔt ve STAT3 transkripsiyon 

faktºrlerinin etkisiyle farklēlaĸēr. Tc22 h¿creleri, IL-6 ve TNF-Ŭ koĸullarēnda AhR, 

STAT1, STAT3 ve STAT5 aracēlēĵēyla IL-22 ve TNF-Ŭ ¿retir. Tfcs (folik¿ler T 

hücreleri), IL-6, IL-21, IL-23 ve TGF-ɓ ortamēnda BCL-6, TCF-1, E2A ve Runx3 

aracēlēĵēyla farklēlaĸēr. Foxp3+ CD8+ Treg h¿creleri, TGF-ɓ ortamēnda farklēlaĸarak 

Foxp3 aracēlēĵēyla IL-10 ve TGF-ɓ salgēlar. Qa-1 ile sēnērlē CD8+ Treg h¿creleri, MHC 

sēnēf I molek¿lleri ¿zerinde bulunan Qa-1 peptidini tanēr ve Eomes sinyal yolaĵē 

aracēlēĵēyla perforin salgēlayarak Qa-1 ekspresyonu gºsteren T h¿crelerini baskēlar 

(Koh, C. H., vd 2023). 

 

2.4. Hafēza T H¿creler 

       Naif T lenfositlerinin aksine, hafēza T lenfositlerinin gº­ etme ºzellikleri 

bakēmēndan daha ­eĸitlidir. Antijen sunumu yapmēĸ T h¿creleri, farklē gº­ ve iĸlevsel 
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ºzelliklere dayalē olarak merkezi bellek (TCM), efektºr bellek (TEM) ve efektºr 

(TEFF) h¿cre alt k¿melerine ayrēlabilmektedir (Marelli-Berg ve ark., (2010)). 

       T h¿cre yanētlarēnda ilk aĸama etkin efektºr T h¿cre yanētlarēnēn oluĸmasē olmakla 

beraber, baĸarēlē bir T h¿cre yanētē i­in hafēza yanētlarēnēn oluĸmasē elzemdir. Anti-

kanser iliĸkili imm¿n yanētlarda CD8+ efektºr T h¿cre yanētē olduk­a kritiktir. 

¢alēĸmalar genellikle efektºr yanētlarē araĸtērmakta olup, hafēza yanētlarēn oluĸunu ile 

ilgili perspektif son yēllarda ºzellikle sēcak g¿ndemi oluĸturmaktadēr. Hafēza CD8+ T 

h¿creleri geleneksel olarak iki ana alt k¿meye ayrēlēr: merkezi hafēza T h¿creleri (T 

central mermory, TCM) ve efektºr hafēza T h¿creleri (T effector memory, TEM). 

TCM h¿creleri CCR7 óôhomingôô reseptºr¿n¿ eksprese eder ve daha az farklēlaĸma, 

daha y¿ksek kendini yenileme potansiyeli ve artmēĸ proliferasyon gºsterirken, TEM 

hücreleri genellikle efektör hücrelere daha benzer bir fenotiple, yani yüksek 

sitotoksisite, hēzlē efektºr fonksiyonu ve y¿ksek IFNɔ sekresyonu ile karakterize edilir. 

Ayrēca, CD45RO ekspresyonunun bellek h¿crelerinde farklēlaĸmaya paralel olarak 

arttēĵē raporlanmēĸtēr. Ķleri evredeki kanser hastalarēnda TCM ve alt k¿melerinde CD95 

ekspresyonunun artmasēyla birlikte, meme kanserinde t¿mºre karĸē etkili bir bellek 

h¿cre havuzunun oluĸturulmaya ­alēĸtēĵē gºr¿lmektedir. Fakat, bu farklēlaĸan h¿creler 

ve ve tümör mikroçevresiyle etkileĸimlerin sonucunda bu hafēza h¿crelerin t¿mºr yok 

etmek yeteneklerinin bloklandēĵē raporlanmaktadēr (Vahidi ve ark., 2020). 

       Hafēza T h¿creleri dalak, timus, kemik iliĵi, lenf nodu gibi lenfoid organlarda 

bulunmasēnēn yanē sēra diĵer organlarda da (akciĵer, beyin, vb.) bulunmaktēr. Bu 

h¿crelerinin heterojenliĵi uzun zaman ºnce fark edilmiĸ ve y¿zey belirte­leri 

temelinde TCM ve TEM alt k¿melerine ayrēlmalarē, farklēlaĸma ve iĸlevsel kapasiteleri 

a­ēsēndan karakterize edilmelerine katkēda bulunmuĸtur. ¥zellikle son zamanlarda 

direkt imm¿n sistem iliĸkili olmayan ­oĵu doku ve organda varlēĵēnē s¿rd¿rebilen bir 

hafēza h¿cresi alt k¿mesi (TRM) tanēmlanmēĸ olup, yerel ikincil enfeksiyonlarē 

ºnlemek adēna adeta óônºbet­iôô bir h¿cre gibi davrandēklarē raporlanmēĸtēr. Bu 

h¿crelerin ºzellikle CD103 ve CD69 y¿zey belirte­lerini taĸēdēklarē bildirilmiĸtir.  

       Bununla birlikte, klasik bir hafēza fenotipini ve artan iĸlevsel kapasiteleri ifade 

eden h¿crelerin ­eĸitliliĵinin ­ok daha fazla olduĵu ve bunlarēn b¿y¿k bir kēsmēnēn da 

yine lenfoid organlarda ve kanda bulunduĵu bildirilmektedir. (Brinza ve ark., 2016). 

Hafēza T h¿cre alt-gruplarē araĸtērēlērken in vitro ve in vivo ­alēĸmalardan 
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faydalanēlmaktadēr. Hafēza T h¿creleri belirte­leri ¿zerinde yapēlan bir ­alēĸmada 

hafēza T belirteci olarak CD62L ve CD44 belirte­lerinin kullanēlabileceĵini 

gºstermiĸlerdir. CD44yüksekCD62Lyüksek antijene özgü alt-gruplarē dalak ve/veya lenf 

nodlarēndan alēnan h¿creler ile oluĸturulabilmektedir (ķekil 5) (Kim ve ark., 2015). 

Kanser iliĸkili patolojilerde de bu fenotipin hafēza h¿cre ile iliĸkisi gºsterilebilmiĸtir 

(Scherwitzl ve ark., 2018).  

 
ķekil 5. Hafēza T h¿cre alt k¿meleri. Tcm, merkezi bellek T h¿creleri; Tem, efektºr bellek T h¿creleri; 

Temra, son derece farklēlaĸmēĸ efektºr bellek T h¿creleri; Trm, yerleĸik bellek T h¿creleri; Tfh, folik¿ler 

yardēmcē bellek T h¿creleri ((Kim ve ark., 2015). 

 

       Naif T lenfositlerinin aksine, hafēza T h¿creleri gº­ ºzellikleri bakēmēndan daha 

­eĸitlidir. Antijen deneyimli T h¿creleri, farklē gº­ ve iĸlevsel ºzelliklere dayalē olarak 

merkezi bellek (TCM), efektör bellek (TEM) ve efektör (TEFF) hücre alt kümelerine 

ayrēlabilmektedir (Marelli-Berg ve ark., (2010)).  

       TRM h¿creleri, bulunduklarē dokuya uyum saĵlama ve hayatta kalma kapasitesine 

sahip ºzelleĸmiĸ iĸlevleri olan bir T h¿cresi soyudur. Periferik dokularēn ­oĵunda bol 

miktarda bulunmalarē ve uyaranlara hēzla yanēt verme yetenekleri, onlarē kanser 

immünoterapileri i­in baĸlēca hedefler haline getirmektedir. Farelerde yapēlan 

­alēĸmalar hem periferik T h¿crelerinin hem de TRM h¿crelerinin antit¿mºr 

baĵēĸēklēktaki rol¿n¿ gºstermektedir. Yakēn zamanda yapēlan tek h¿cre transkriptom 

analizleri, immün infiltre t¿mºrlerin ­oĵunun TRM benzeri genetik profile sahip T 

h¿creleri i­erdiĵini ortaya koymuĸtur. Ayrēca, TRM h¿cre ºzelliklerine sahip T 
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h¿crelerinin bolluĵu genellikle olumlu bir sonu­la iliĸkilidir ve ­eĸitli kanētlar TRM 

hücrelerinin anti-PD-1 tedavisi ile aktive edilen ºnemli bir pop¿lasyon olabileceĵini 

gºstermektedir. Kanser aĸēlamasē, intrat¿mºral TRM h¿crelerini aktive edebilen bir 

tedavi t¿r¿d¿r. Yaygēn viral antijenlere karĸē aĸēlama, t¿mºr¿ kontrol noktasē blokajē 

tedavisine duyarlē hale getirmek i­in ºnceden var olan TRM h¿crelerini aktive edebilir. 

Sonu­ olarak, TRM h¿cre biyolojisinin kanser baĵlamēnda incelenmesi yeni ve deĵerli 

bir umuttur (Williams ve ark., (2020)).  

       Timus, T h¿crelerinin ¿retimi ve se­iminden sorumlu birincil lenfoid organdēr. 

Bununla birlikte, olgun T hücreleri ve özellikle aktive T hücreleri timusa yeniden 

girebilir. Vir¿sler ¿zerine yapēlan bir ­alēĸmada enfeksiyondan uzun bir s¿re sonra 

farelerin timusunda lenfositik koriomenenjit virüsü veya vaccinia virüsüne özgü bellek  

CD8+ T h¿creleri tespit edildiĵi bildirilmektedir (Hofmann ve ark., (2013)). 

       Olgun T h¿crelerininde timusa yeniden girebileceĵine ĸ¿phe yoktur. Yapēlan 

baĸka bir ­alēĸmada yeniden giren T h¿crelerinin GFP ekspresyon kaybē ile 

tanēmlanabildiĵi Rag2p-GFP farelerinin analizi yardēmēyla, gen­ yetiĸkin farelerdeki 

tek pozitif (SP) timositlerin Ḑ%5'ine kadarēnēn dolaĸēmdaki periferik T h¿crelerinden 

t¿retilebileceĵini ortaya koyduĵu bildirilmektedir. Dolayēsēyla, timusta olgun T 

h¿crelerinin bulunduĵuna dair saĵlam kanētlar vardēr ancak bu h¿crelerin dolaĸēmdaki 

bellek T hücreleri havuzuna mē ait olduĵu yoksa TRM h¿crelerini mi ya da her ikisini 

mi temsil ettiĵi bilinmemektedir. Hofmann ve arkadaĸlarē bu soruyu ele almak i­in, 

virüsle enfekte farelerin timusundaki virüse özgü CD8+ bellek T hücrelerini fenotip, 

iĸlev ve doku yerleĸimi a­ēsēndan analiz etmiĸlerdir. Elde ettikleri verilere gºre, vir¿se 

özgü CD8+ T hücrelerinin, viral yeniden enfeksiyona karĸē anēnda koruma saĵlamak 

i­in dolaĸēmdaki TRM h¿creleri olarak timusta kalmaya devam ettiĵini gºstermektedir 

(Hofmann ve ark., 2013).  

 

2.5. Kemokinler  

       Kemokinler, h¿cresel gº­¿ kontrol eden salgēlanmēĸ proteinler olarak 

bilinmektedir hem kanser h¿creleri hem de imm¿n sistem h¿creleri ¿zerinde yaygēn 

reseptºrleri ile etkili olmaktadērlar. Bu molek¿ller, kanser h¿crelerinin metastatik 

organlara göçünde, primer ve metastatik organlardaki immün sistem hücrelerinin 



16 

 

birikmesinde ve kemik iliĵinden ¿retilen h¿crelerin hedef alanlara infiltrasyonunda 

kritik roller ¿stlenmektedirler. Kemokinler, 20 G proteinine baĵlē yedi transmembran 

sinyal reseptºr¿nden birine baĵlanarak etki gºstermekte ve h¿cre gº­¿ dēĸēnda 

proliferasyon ve hayatta kalma gibi fonksiyonel etkiler de gºrev almaktadēr (ķekil 6). 

Bºylece, kemokinlerin bu ­ok yºnl¿ etkileri, baĵēĸēklēk sistemi ile kanser h¿creleri 

arasēndaki etkileĸimlerin d¿zenlenmesinde kilit bir role sahiptir ve bu etkileĸimlerin 

anlaĸēlmasē, yeni tedavi stratejilerinin geliĸtirilmesine katkēda bulunabileceĵi 

d¿ĸ¿n¿lmektedir. 

 
ķekil 6. Kemokinler ve ilgili reseptörler.  (Bu ­izim Balkwill F. (2004)ô den esinlenerek biorenderô da 

­izilmiĸtir.) 

 

       Yedi transmembran alanlē G-protein-baĵlē insan kemokin reseptºrlerinin ligand 

baĵlama modellerini a­ēklamaktadēr. CXCR1-CXCR3, CCR1-CCR5, CCR7, CCR8, 

CCR10 ve XCR1 reseptºrlerinin hepsi ­eĸitli kemokinleri baĵlar. Buna karĸēlēk, 

CCR6, CCR9, CX3CR1 ve CXCR4-CXCR6'nēn her biri yalnēzca bir ligand baĵlar. 

Duffy ve D6, ligandlarē baĵladēklarē ancak sinyal vermedikleri i­in 'aldatmaca' olarak 

kabul edilirler, bºylece kemokin yanētlarē i­in negatif bir geri bildirim gºrevi gºr¿rler. 

       Klinik ­alēĸmalar, bazē kemokinlerin, t¿mºr b¿y¿mesiyle yakēndan iliĸkili 

olduĵunu ve meme kanserinde sekresyonlarēnēn arttēĵēnē gºstermiĸtir. ¥rneĵin, ­oĵu 

meme kanseri t¿r¿n¿n plazmasēnda CCL5 seviyelerinin ºnemli ºl­¿de arttēĵē 

raporlanmēĸtēr. CCL2 kemokininin kanser h¿cresinin hayatta kalēmē ve invazyon 

yeteniĵini desteklediĵi gºsterilmiĸtir. Yapēlan baĸka bir ­alēĸmada siRNA teknolojisi 
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kullanēlarak meme kanseri h¿crelerinde CXCR4 ekspresyonunu inhibe edilmesi ile bu 

h¿crelerin proliferasyon hēzēnēn, ºnemli ºl­¿de azaldēĵē gºsterilmektedir (H. Liu ve 

ark., 2020; Fei ve ark., 2021). Kemokin aĵēnēn ºzellikle meme kanseri 

imm¿nobiyolojindeki rol¿ b¿y¿k ºneme sahip olup, bu proteinlerin kontrol ettiĵi 

yolaklarē ve/veya iliĸkili olduklarē h¿creleri hedefleyecek imm¿noterapi yºntemleri 

geliĸtirmek umut vaat etmektedir (Edechi ve ark., 2019). 

       Meme kanseri dahil olmak ¿zere kanser h¿crelerinin man¿pile ettiĵi 

kemokinlerden biri de CCL5ôtir. Kemokin ligandē 5 (CCL5) aslēnda ­oĵu h¿cresel 

olaylarda gºrevlidir (ķekil 7) ama asēl temel gºrevlerinden biri; CCL5 ve ona baĵlē 

reseptºrlerden biri olan CCR5 en ­ok HIV'deki rol¿yle bilinir ve h¿crelere viral giriĸi 

kolaylaĸtērēr. CCL5 ve reseptºr¿ CCR5ôin, DNA, RNA ve/veya protein d¿zeyinde 

meydana gelen deĵiĸikliklerinin kanser geliĸimi veya ilerlemesi ile iliĸkili olabileceĵi 

gºsterilmiĸtir. CCL5 veya CCR5'in artmēĸ RNA ve protein ekspresyonu safra kesesi, 

rahim ve meme kanseri i­in kºt¿ prognoz ile iliĸkilendirilmiĸtir (Zheng ve ark., 2022). 

Buna karĸēt olarak bazē ­alēĸmalar ise, CCL5/CCR5 etkileĸiminin Ewing sarkomu, 

kolon kanseri ve bºbrek kanserinde iyi prognoz ile iliĸkilendirilebileceĵini 

raporlamēĸtēr. Bu farklēlēĵēn temel sebeplerinden biri CCL5/ CCR5 ekspresyonun 

CD8+ T hücre infiltrasyonu ile korelasyonu olarak a­ēklanabilmiĸtir (Yao ve ark., 

2016; Berghuis ve ark., 2011).  Özellikle kolorektal kanser mikroçevresinden CXCL10 

ve CCL5'in aktif salgēlanmasē GranzymeB+ CD8+ T-h¿cre infiltrasyonu ile iliĸkili 

olduĵu ve CXCR3 ve CCR5 kemokinlerinin transkripsiyonel ifadesi, CD8+ T-hücresi 

infiltrasyonu ve kolorektal kanserde (KRK) artan saĵkalēm ile iliĸkili olduĵu 

gösterilmektedir (Zumwalt ve ark., 2015).  
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ķekil 7. CCL5 kemokin reseptörleri. Kanonik olan reseptör CCR5, spesifik reseptörler CCR1, CCR3 

ve CCR4. Kanonik olmayan reseptörler ACKR1, ACKR2, CCRL2 ve CD44'tür. (Zhang, X. (2023) den 

esinlenerek biorenderô da ­izilmiĸtir).  

 

       CCL5 imm¿n sistemde de yaygēn ve ºnemli fonksiyonlara sahiptir. NK h¿creleri, 

dendritik h¿creler (DC'ler), makrofajlar, monositler, endotel h¿creleri ve bronĸ epitel 

h¿creleri gibi ­ok sayēda h¿cre tipinde ve dokuda tespit edilmiĸtir. Eozinofiller, 

bazofiller, mast hücreleri, monositler, sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler), saf CD4+ T 

h¿creleri ve bellek CD45RO+ T h¿creleri gibi ­oklu baĵēĸēklēk h¿crelerine karĸē g¿­l¿ 

bir kemotaktik aktiviteye sahiptir. CCL5 mRNA transkriptleri dinlenme halindeki 

olgunlaĸmamēĸ DC'lerde tespit edilmiĸ ve TNF-a, CD40L, LPS ve PMA ile 

stim¿lasyon ¿zerine ºnemli ºl­¿de artan ĸekilde d¿zenlenmiĸtir, bu da CCL5'in 

DC'lerin aktivasyonunda ve olgunlaĸmasēnda rol oynadēĵēnē gºstermektedir. CCL5ôin 

hafēza T h¿creler ile ilgili iliĸkilerinin olduĵu da gºsterilmektedir (Rahimi ve ark., 

2018) fakat kanser h¿creleri tarafēndan salgēlanan CCL5 kemokininin CD4+ ve/veya 

CD8+ hafēza T h¿creler ile olan iliĸki araĸtērēlmamēĸtēr. 

       Ayrēca CCL5, meme kanseri ve normal h¿creler arasēndaki ­ift yºnl¿ iletiĸimde 

kilit bir rol oynamaktadēr (ķekil 8 ve 9).  

 
ķekil 8. CCL5/CCR5 meme t¿mºrlerinde h¿creler arasē iletiĸime aracēlēk etmektedir.  BCC'ler: Meme 

kanseri hücreleri; CCL5: Kemokin (C-C motifi) ligand 5; CCR5: Kemokin reseptörü 5; MDSC'ler: 

Miyeloid t¿revli baskēlayēcē h¿creler; MSC: Mezenkimal stromal h¿cre (Velasco-Vel§zquez 2014ô den 

esinlenmiĸtir).  

 

       CCL5, Treg h¿crelerinin toplanmasēna aracēlēk etmektedir. Benzer ĸekilde, 

MDSC'ler imm¿nosupresif bir mikro­evrenin oluĸumuna katēlmakta ve ek bir CCL5 

kaynaĵē oluĸturmaktadēr. Ayrēca MSC'ler meme kanseri h¿creleri ile ­ift yºnl¿ iletiĸime 

duyarlēdēr ve CCL5 lokal seviyelerini daha da artērmaktadēr (Velasco-Velázquez ve ark., 

2014). 
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2.6. Meme Kanseri ve CCL5 Etkileĸimi 

       CCL5 ve CCR5ôin invaziv s¿re­lerdeki rollerini inceleyen ­alēĸmalarda, CCL5ôin 

proliferasyon, migrasyon ve invazyon ¿zerinde otokrin bir kontrol mekanizmasē saĵladēĵē 

gºsterilmektedir. Meme kanseri h¿creleri ¿zerinde ger­ekleĸtirilen araĸtērmalar, CCL5 

ekspresyonunun indüklenmesinde aktivatör protein-1ôin (AP-1) aktivasyonunun kritik bir 

rol oynadēĵēnē ortaya koymaktadēr. Bu baĵlamda, transkripsiyon faktºr¿ c-Junôun, 

kromatin imm¿nopresipitasyon deneylerinde CCL5 promotºr¿ne doĵrudan baĵlanarak 

hem CCL5 hem de kºk h¿cre faktºr¿ (SCF) ekspresyonunu ind¿klediĵi belirlenmiĸtir. 

Özellikle ErbB2-pozitif meme t¿mºr¿ h¿crelerinde, CCL5ôin h¿cresel gº­¿ d¿zenlediĵi, 

SCFônin ise kºk h¿cre benzeri bir fenotipin kazanēmēnē teĸvik ettiĵi rapor edilmiĸtir (ķekil 

6 A) (Velasco-Velázquez ve ark., 2014). 

       Meme kanseri h¿crelerinde CCL5ôin aĸērē ekspresyonunun, IL-6 aracēlē otokrin bir 

geri besleme dºng¿s¿ ile desteklendiĵi bilinmektedir. HER-2 ekspresyonu ve PTEN 

delesyonunun, IL-6, IL-8 ve CCL5 salgēlanmasē ¿zerinde sinerjik bir etkiye sahip olduĵu, 

otokrin IL-6 stimülasyonu ile AKT, STAT3 ve NF-kB sinyal yolaklarēnēn aktivasyonuna 

yol a­tēĵē gºsterilmiĸtir. Bu mekanizma, IL-6, IL-8 ve CCL5 ekspresyonunun daha da 

artmasēnē saĵlayarak t¿mºr progresyonuna ºnemli katkēlar sunmaktadēr (ķekil 6A) 

(Velasco-Velázquez ve ark., 2014). 

       Bu baĵlamda, metastaz fare modellerinde ger­ekleĸtirilen ­alēĸmalar, CCL5-CCR5 

ekseninin t¿mºr progresyonundaki rol¿n¿ daha da desteklemektedir. Ķn vitro bulgularla 

uyumlu olarak, bu modellerde CCR5 aktivasyonunun ikincil t¿mºrlerin oluĸumu i­in 

kritik bir rol oynadēĵē belirlenmiĸtir. Meme t¿mºr¿ h¿crelerinde CCL5ôin zorla 

ekspresyonunun, t¿mºr metastazēnda belirgin bir artēĸa yol a­tēĵē; buna karĸēlēk, CCR5ôi 

hedef alan siRNA uygulamalarēnēn MDA-MB-231 hücrelerinin metastatik kapasitesini 

önemli ölç¿de azalttēĵē gºsterilmiĸtir. Ayrēca, MDA-MB-231 hücrelerinin farelerde 

kuyruk damarē enjeksiyonu ile oluĸturulan metastatik t¿mºrlerinde, k¿lt¿r ortamēnda 

muhafaza edilen h¿cre hattēna kēyasla CCR5+ kanser h¿crelerinin oranēnda sekiz kat artēĸ 

saptanmēĸtēr. Bu sonu­lar, invaziv t¿mºr pop¿lasyonlarēnda CCR5+ h¿crelerin 

zenginleĸtiĵini ve CCL5-CCR5 ekseninin t¿mºr progresyonu ve metastazēndaki merkezi 

rol¿n¿ a­ēk­a ortaya koymaktadēr (ķekil 6B) (Velasco-Velázquez ve ark., 2014). 
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ķekil 9 A. Meme kanseri hücrelerinde CCL5 ifadesinin düzenlenmesi. AKT/NF-kB, JNK ve MAPK kinaz 

yollarē AP-1'e baĵlē CCL5 ifadesini ind¿kler. Bu yollar mikro ­evreden gelen uyarēlara yanēt vermektedir; 

ºrneĵin IL-6 veya hipoksik koĸullar CCL5 ifadesini artērmaktadēr.  B. Meme kanseri hücrelerinde CCR5 

ekspresyonu proinvaziv ve prometastatik bir fenotipe neden olur. CCR5 reseptörünün antagonistlerle bloke 

edilmesi hayvan modellerinde metastazē engeller. AP-1: Aktivatör protein 1; CCL5: Kemokin (C-C motifi) 

ligand 5; CCR5: Kemokin reseptörü 5; HIF: Hipoksi ile indüklenebilir faktör; JNK: c-Jun N-terminal kinaz; 

NF-kB: Nükleer faktör kappa-ēĸēk zinciri-aktive B h¿crelerinin arttērēcēsē; PI3K: Fosfatidilinositid 3-kinaz. 

(Velasco-Vel§zquez 2014ô den esinlenerek biorenderô da ­izilmiĸtir.) 

 
Tablo 1. Ķnsan baĵēĸēklēk h¿crelerinde CCL5 reseptºrlerinin ekspresyonu (Lapteva, N., & Huang, X. F. 

(2010)). 
Reseptör Alternatif baĸlēklar/ Semboller Hücre tipleri 

CCR1 CMKBR1 

CKR1 
HM145 

B hücre 

CD4+ T Hücreler 
CD8+ T Hücreler 

Monosit 

CD45 RO+ Hafēza T H¿creler 

NK Hücreler 

CD34+ Kemik iliĵi progenitºr 
Immatür DC 

CCR3 CMKBR3 

CKR3 

Eotaxin reseptör 

Eozinofiller 

Immatür DC 

CD4+ Th2 Hücreler 

Bazofil 
Nötrofil 

CCR4 CMKBR4 

CKR4 

K5-5 

Bazofil 

Monosit 

Tonsiller ve PK B hücreleri 

CD4+ Th2 Hücreler 
T Regülatör Hücreler 

CCR5 CMKBR5 

CKR5 

CC CKR5 

Immatür DC 

Th1Hücreler 

Monosit 
Aktive CD4+ Hücreler 

Aktive CD8+ Hücreler 

Makrofajlar 

 

       CCL5 t¿mºr i­in yapēlan aĸē ­alēĸmalarēnda yararlē olacaĵēnē d¿ĸ¿nen 

Aravindaram ve arkadaĸlarē, murin CCL5 cDNA ile ilk hazērlamanēn, ardēndan insan 
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gp100 DNA aĸēlamasēnēn ve daha sonra CCL5 ve insan gp100 eksprese eden bir viral 

vektörle güçlendirmenin, C57BL/6JNarl farelerde B16/gp100 primer tümörlerini ve 

akciĵer metastazēnē g¿­l¿ bir ĸekilde baskēladēĵē bildirmektedir. CCL5'in bu aĸēlama 

rejimine dahil edilmesi, t¿mºr b¿y¿mesinin ºnemli ºl­¿de daha iyi baskēlanmasēna 

neden olduĵu ve B16/gp100 h¿crelerine karĸē daha g¿­l¿ splenosit sitotoksik 

aktiviteleri ortaya ­ēkararak fare saĵkalēmēnē kēsmen artērmaktadēr. Ayrēca Lavergne 

ve arkadaĸlarē, transgenik manipülasyon veya CCL5-eksprese eden DNA vektörlerinin 

intratümöral enjeksiyonu yoluyla tümör hücrelerinde CCL5'in zorla ekspresyonunun, 

bir murin lenfoma modelinde CCR5'e baĵēmlē, ancak CCR1- ve CCR3'ten baĵēmsēz 

bir mekanizma yoluyla tümör büyümesini ºnemli ºl­¿de engellediĵini bildirmektedir. 

(Lapteva ve ark., (2010)).  

       Kanser ve CCL5 arasēndaki t¿mºr ind¿ksiyonu sºz konusudur aslēnda ­ok sayēda 

in vivo ve in vitro mekanistik ­alēĸma, CCL5'in t¿mºr mikro­evresini yeniden 

ĸekillendirerek t¿mºr ilerlemesini desteklediĵi gºsterilmektedir.ķEKĶL ¥rneĵin 

Pankreas kanserinde, Treg hücreleri yüksek düzeyde CCR5 eksprese eder ve bunlar 

CCL5 aĸērē eksprese eden t¿mºrlere toplanēr. CCL5'in azaltēlmasē veya farmakolojik 

olarak inhibe edilmesi pankreas t¿mºr¿n¿n b¿y¿mesini engeller. ¢alēĸmalar aynē 

zamanda birincil tümör içinde CCL5'in sitotoksik T h¿cre aktivitesini baskēladēĵēnē, 

Treg'lerin alēmēnē artērdēĵēnē, Th2 yanētlarēnē teĸvik ettiĵini ve t¿mºr anjiyogenezini 

desteklediĵini gºsterilmektedir. CCL5, hayatta kalmayē, istilayē ve kºk h¿cre 

yenilenmesini desteklemek i­in doĵrudan kanser h¿crelerine sinyal gºnderir. Meme 

kanserinde, MSC'ler tarafēndan eksprese edilen CCL5, invazyon ve metastazē teĸvik 

etmek için meme kanseri hücreleri üzerinde etkilidir. Ayrēca CCL5, bir kºk h¿cre 

popülasyonu olan CD44 +/CD24- h¿crelerinin b¿y¿mesini ve istilasēnē artēr. Bu etkiler 

CCR5 antikor nºtralizasyonu ile kēsmen engellenir. Meme kanseri h¿cre invazyonu ve 

kºk h¿cre yenilenmesinin CCL5/CCR5 mod¿lasyonu ɓ-katenin sinyali tarafēndan 

d¿zenlenebilir. CCL5, STAT3'e baĵlē mekanizmalar aracēlēĵēyla kanser h¿cresi 

saĵkalēmēnē ve kemorezistansē destekler. Bu ­alēĸmalar, CCL5 sinyalinin kēsmen 

MSC'ler ve kanser h¿creleri arasēndaki parakrin etkileĸimler yoluyla meme kanseri 

h¿crelerinin istilasēnē ve hayatta kalmasēnē d¿zenlediĵini gºstermektedir (Yao ve ark., 

(2016)). 
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       Yapēlan baĸka bir ­alēĸmada Karnoub ve arkadaĸlarē insan meme kanseri h¿cre 

hattē MDA-MB-231'in CCL5'i ifade etmek yerine, t¿mºr stromasē i­indeki 

mezenkimal kºk h¿crelerden CCL5'in de novo salgēlanmasēnē uyardēĵēnē ve bunun 

kanser hücreleri üzerinde parakrin bir ĸekilde hareket ederek hareketliliklerini, 

istilalarēnē ve metastazlarēnē artērdēĵēnē gºstermiĸtir. Meme kanseri h¿crelerinin artan 

metastatik kabiliyeti, CCR5 aracēlēĵēyla CCL5 sinyaline baĵlēdēr.  Ayrēca Manes ve 

arkadaĸlarē CCL5'in Gi, JAK2 ve p38-MAPK'nin CCR5 aracēlē aktivasyonu yoluyla 

t¿mºr baskēlayēcē p53 ve p21WAF1 ve Mdm2 gibi hedef genlerinin transkripsiyonel 

aktivasyonunu ind¿klediĵini ºne s¿rm¿ĸt¿r ve CCR5 sinyalinin p53 geni ¿zerinde 

se­ici bir baskē uygulayarak insan t¿mºrlerinde p53 mutasyon oranēnē da artērdēĵēnē 

ortaya koymuĸtur; CCR5 eksikliĵi olan t¿mºrlerde mutant p53 saptanmazken, CCR5'e 

duyarlē t¿mºrlerin %46'sēnda mutant p53 bulunduĵu bildilirmektedir. (Lapteva ve ark., 

(2010)). 

 

CCL5 genini kēsaca ºzetlemek gerekirse; (Zeng ve ark., (2022)). 

 

¶ CCL5 geni, NF-kB ve IFN düzenleyici-1 yanēt elemanlarē i­in d¿zenleyici 

motifler içermektedir. 

 

¶ CCL5, NK hücreleri, dendritik hücreler (DC'ler), makrofajlar, monositler, 

endotel h¿creleri ve bronĸ epitel h¿creleri gibi ­ok sayēda h¿cre tipinde ve 

dokuda tespit edilmektedir. 

 

¶ CCL5 mRNA transkriptleri istirahat halindeki olgunlaĸmamēĸ DC'lerde tespit 
edilmiĸ ve TNF-a, CD40L, LPS ve PMA ile stimülasyon üzerine önemli ölçüde 

up reg¿le edilmiĸtir, bu da CCL5'in DC'lerin aktivasyonunda ve 

olgunlaĸmasēnda rol oynadēĵēnē gºstermektedir. 

 

¶ CC kemokin ailesinin bir üyesi olan CCL5, NK hücreleri, DC'ler, makrofajlar, 

monositler, endotel h¿creleri ve bronĸ epitel h¿creleri gibi ­ok sayēda h¿cre 

tipinde ifade edilmektedir. 

 

¶ CCL5, eozinofiller, bazofiller, mast hücreleri, monositler, sitotoksik T 

lenfositleri (CTL'ler), saf CD4+ T hücreleri ve bellek CD45RO+ T hücreleri 

gibi ­oklu baĵēĸēklēk h¿crelerine karĸē g¿­l¿ bir kemotaktik aktiviteye sahiptir. 

 

¶ CCL5, ­eĸitli malignitelerin ve bulaĸēcē hastalēklarēn ºnlenmesi ve tedavisi i­in 
aĸēlama protokollerinde doĵal bir adjuvan olarak iĸlev gºrmektedir. 

 

¶ CCL5 t¿mºr h¿crelerinin hayatta kalmasēnē, ­oĵalmasēnē ve istilasēnē 

destekleyebilir.  
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       Son zamanlarda Doĵal kemokinlerin biyolojik aktivitelerinin detaylē olarak 

incelenmesi ve terapºtik yaklaĸēmlar geliĸtirilmesi amacēyla rekombinant 

kemokinler laboratuvar ortamēnda ¿retilmektedir.  

       Rekombinant kemokinler, genetik m¿hendisliĵi teknikleri kullanēlarak bakteriyel, 

maya veya memeli hücre ekspresyon sistemlerinde sentezlenir ve y¿ksek saflēkta 

saflaĸtērēlarak biyolojik deneylerde kullanēlmak ¿zere hazērlanēr (Murphy, P. M., vd 

2000). Bu rekombinant proteinlerin ¿retiminde taĸēyēcē proteinlerin (ºrneĵin alb¿min 

veya trehaloz gibi) eklenmemesi, deneylerin doĵruluĵunu artērērken, h¿cresel veya 

imm¿nolojik yanētlarēn spesifik olarak incelenmesine olanak tanēr. Carrier-free 

(taĸēyēcē proteinsiz) rekombinant kemokinler, özellikle hassas hücre kültürleri ve in 

vivo deneylerde tercih edilmektedir. Biyomedikal araĸtērmalarda rekombinant 

kemokinler, ­eĸitli hastalēklarēn molek¿ler mekanizmalarēnēn anlaĸēlmasēnda yaygēn 

olarak kullanēlmaktadēr. Ķnflamasyon araĸtērmalarēnda, proinflamatuar ve 

antiinflamatuar kemokinlerin rolleri analiz edilerek, otoimm¿n hastalēklar ve kronik 

inflamatuar durumlarēn patogenezi aydēnlatēlmaktadēr (Griffith, J. W., vd 2014).    

       Kanser biyolojisinde, kemokinlerin tümör mikroçevresi üzerindeki etkileri 

incelenerek, metastazē ºnleyici veya t¿mºr imm¿n yanētēnē g¿­lendirici terapºtik 

yaklaĸēmlar geliĸtirilmektedir (Balkwill F 2004). Viral enfeksiyon araĸtērmalarēnda, 

kemokinlerin vir¿slerin konak h¿creye giriĸini d¿zenleyici etkileri ¿zerinde 

­alēĸēlmakta ve antiviral stratejiler i­in potansiyel hedefler belirlenmektedir 

       CCL2, CCL5 ve CXCL12 gibi kemokinler, tümör hücrelerinin invazyon ve 

metastaz s¿re­lerinde ºnemli roller oynamaktadēr (Zlotnik., vd 2012).  Viral 

enfeksiyon ­alēĸmalarēnda, HIV ve diĵer patojenlere karĸē imm¿n yanētē d¿zenleyen 

kemokinler incelenmektedir. ¥rneĵin, CCL5 (RANTES), CCR5 koreseptºr¿ne 

baĵlanarak HIVôin h¿cre i­ine giriĸini inhibe edebilmekte ve potansiyel antiviral 

ajanlar arasēnda yer almaktadēr (Deng, H., vd 1996). Rekombinant kemokinler, 

immünoloji, inflamasyon, kanser biyolojisi ve enfeksiyon hastalēklarē gibi bir­ok 

alanda ºnemli bir araĸtērma aracēdēr. Genetik m¿hendisliĵi sayesinde y¿ksek saflēkta 

üretilebilen bu moleküller, biyoterapötik uygulamalarda da umut vadeden hedefler 

arasēnda yer almaktadēr. Bu kapsamda, ºzellikle CCL5 gibi kemokinlerin baĵēĸēklēk 

sistemi üzerindeki etkileri giderek daha fazla ilgi çekmektedir. 
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       CCL5ôin yalnēzca kemotaktik bir molek¿l olmadēĵē, aynē zamanda hafēza T 

h¿creleri ve imm¿n yanētēn d¿zenlenmesi ¿zerinde ºnemli roller ¿stlendiĵi 

gºsterilmiĸtir. Yapēlan bir ­alēĸmada, hafēza CD8+ T h¿crelerinin dolaylē olarak CCL5 

genini depoladēĵē ortaya konmuĸtur. Enfeksiyondan veya temas hassaslaĸtērēcē bir 

maddenin uygulanmasēndan sonra, CD4+ T h¿cresi alēmēnda CCL5'e baĵlē bir artēĸla 

birlikte, k¿melerle sēnērlē olan deri CD4+ T h¿cresi i­eriĵinde s¿rekli bir artēĸ olduĵu. 

Deri CCL5'i CD11b+ hücrelerinden ve CD8+ T h¿crelerinden t¿retildiĵi ve CD8+ T 

h¿crelerinin ortadan kaldērēlmasē CD4+ T h¿cresi sayēsēnē azalttēĵē bildirilmektedir 

(Yao ve ark., (2016)).  

       Kanser ortamēnda nasēl bir iliĸki olduĵunu gºrmek adēna yapēlan ­alēĸmada; 

kolorektal kanser mikro­evrelerinden CXCL10 ve CCL5'in aktif salgēlanmasē 

GranzymeB+ CD8+ T-h¿cre infiltrasyonu ile iliĸkili olduĵu ve CXCR3 ve CCR5 

kemokinlerinin transkripsiyonel ifadesi, CD8+ T-hücresi infiltrasyonu ve kolorektal 

kanserde (KRK) uzamēĸ saĵkalēm ile iliĸkili olduĵunu sºylemektedir ama CCL5ôin 

kanser ortamēnda hafēza T lenfositleri nasēl etkilediĵine dair bilgiler hala belirsizliĵini 

korumaktadēr (Zumwalt ve ark., (2015)).  

       Kanser ile ilgili yapēlan baĸka bir ­alēĸmada, Ewing sarkomu progresyonunun 

CCL5 ve bazē kemokinlerin CD8+ T lenfositlerini artērdēĵē ve bu sayede y¿ksek sayēda 

t¿mºr infiltre eden CD8+ T lenfositine sahip hastalarēn saĵkalēm oranlarēnēn daha 

y¿ksek olduĵu bildirilmektedir (Berghuis ve ark.,2011). 

       Bu baĵlamda, hematopoez s¿re­leri ve kemokinlerin bu s¿re­ler ¿zerindeki etkisi, 

t¿mºr mikro­evresinde baĵēĸēklēk yanētēnēn d¿zenlenmesinde kritik bir role sahiptir. 

Hematopoez, kemik iliĵinde ger­ekleĸen ve kan h¿crelerinin ¿retimini saĵlayan 

dinamik bir s¿re­tir. Bu s¿re­, hematopoetik kºk h¿crelerin (HSC) farklēlaĸmasē ve 

olgunlaĸmasē ile karakterize edilir. Kemokinler, hematopoetik kºk h¿crelerin kemik 

iliĵi mikro­evresinde yer deĵiĸtirmesi, korunmasē ve farklēlaĸmasēnda ºnemli rol 

oynar (ķekil 7). Özellikle CCL5 ve CXCL12 gibi kemokinler, hematopoetik kök 

h¿crelerin niĸ bºlgelerine yerleĸimini ve bu bºlgelerdeki fonksiyonlarēnē 

düzenlemektedir (Lai AY., vd 2008). 

       T¿mºr mikro­evresinde, hematopoezden t¿reyen baĵēĸēklēk h¿crelerinin 

­eĸitliliĵi ve fonksiyonu, kemokin sinyallemesi tarafēndan ĸekillendirilmektedir. 

Kanser h¿creleri tarafēndan ¿retilen kemokinler, kemik iliĵinden baĵēĸēklēk 
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h¿crelerinin mobilizasyonunu artērabilmekte veya bu h¿crelerin fonksiyonlarēnē 

baskēlayarak baĵēĸēklēk ka­ēĸ mekanizmalarēnē tetikleyebilmektedir. Bu dinamikler, 

t¿mºr progresyonunu destekleyen veya t¿mºr baskēlayēcē baĵēĸēklēk yanētlarēnē teĸvik 

eden bir denge oluĸturmaktadēr. (Lai AY., vd 2008). 

       Sonu­ olarak, kemokinlerin hematopoez s¿re­lerine etkisi ve bu etkinin baĵēĸēklēk 

hücrelerinin tümör mikroçevresindeki rolü üzerindeki belirleyici etkisi, kanser 

progresyonunun anlaĸēlmasēnda ve imm¿noterapilere yºnelik yeni yaklaĸēmlarēn 

geliĸtirilmesinde b¿y¿k bir ºneme sahiptir. Bu baĵlamda, baĵēĸēklēk sistemi, 

enfeksiyonlarla m¿cadelede olduĵu kadar t¿mºr mikro­evresi ile etkileĸimde de 

ºnemli bir rol oynayan, ºzelleĸmiĸ h¿creler ve molek¿llerden oluĸan karmaĸēk bir 

savunma aĵē olarak dikkat ­ekmektedir. 

 

2.7. Hafēza T Hücreler ve CCL5 Etkileĸimi 

       Hafēza T h¿crelerinin CCL5 proteini depoladēĵēnē gºstermektedir. ¥rneĵin, 

yapēlan bir araĸtērmada, CD8 T hücrelerinin IL-4 ile muamele 

edilmesi, STAT6 aracēlēĵēyla CCL5 mRNA ¿retimini baskēlayarak h¿crelerin ani 

CCL5 salgēlama yeteneĵini bozduĵu bulunmuĸtur. Ayrēca, naif T lenfositlerinde 

(hen¿z antijenle karĸēlaĸmamēĸ T h¿creleri) CCL5 geninin aktivasyonun ge­ 

aĸamalarēnda ifade edildiĵi gºr¿lmektedir. Bu h¿crelerde CCL5 mRNAôsē, ilk 

uyarēlmadan yaklaĸēk 3-4 g¿n sonra ortaya ­ēkar. Yakēn zamanda yapēlan ­alēĸmalarda, 

naif hücrelerin aksine hafēza CD8 T h¿crelerinin, T h¿cre reseptºr¿ (TCR) tetiklendiĵi 

anda CCL5 proteini ¿retebildiĵi gºsterilmiĸtir. Bu hēzlē CCL5 salgēlamasē, h¿crelerde 

y¿ksek seviyelerde depolanmēĸ olan CCL5 mRNAôsēnēn korunmasē ile iliĸkilidir. Bu 

bulgular, hafēza h¿crelerinin, TCR sinyalini aldēktan hemen sonra hēzlē bir baĵēĸēklēk 

tepkisi baĸlatabilme kapasitesine sahip olduĵunu ortaya koymaktadēr (Mar­ais ve ark., 

(2006)). 

       CCL5'in T lenfositlerini ­ekme ve aktive etme yeteneĵi bir­ok ­alēĸmada ortaya 

konmuĸtur. Schall ve ekibi yaptēĵē ­alēĸmada, CCL5'in öncelikle 

CD4 ve UCHL1 proteinlerini taĸēyan insan kan monositlerini ve T lenfositlerini 

­ektiĵini bulmuĸtur. CD4+/UCHL1+ T h¿creleri, daha ºnce aktive olmuĸ veya 

baĵēĸēklēk tepkisine hazēr hale gelmiĸ yardēmcē T h¿creleri olarak kabul edilir ve hafēza 
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T h¿cre iĸlevinde yer alēr. Bu nedenle, araĸtērma CCL5'in CD4+ T h¿crelerinin 

hafēzasēnēn oluĸumunda ºnemli bir rol oynayabileceĵini ºne s¿rmektedir (Lapteva ve 

ark., (2010)).  

 

2.8. ÜNMK Sinjenik Tümör Modeli  

       CCL5 ¿zerinde yapēlan araĸtērmalar, CCL5ôin 4T1 h¿crelerinde metastatik etkiler 

yarattēĵēnē gºstermektedir. Kurt ve ekibi tarafēndan yapēlan bir ­alēĸmada, meme 

kanseri 4T1 fare modelinde t¿mºr kaynaklē CCL5'in, 4T1 h¿crelerinin metastatik 

potansiyeline katkēda bulunduĵu bulunmuĸtur. Daha d¿ĸ¿k CCL5 ekspresyonuna 

sahip 4T1 h¿crelerini taĸēyan farelerde akciĵer ve karaciĵer metastazlarēnēn ºnemli 

ºl­¿de daha az olduĵu gºzlemlenmiĸtir. Bu ekip, ayrēca CCL5ôin metastatik etkisini 

daha iyi anlamak için RNA interferans yºntemiyle CCL5 ekspresyonunu azaltan altē 

farklē 4T1 h¿cre klonu ve CCL5ôi s¿rekli olarak ¿reten ¿­ farklē 168 h¿cre klonu 

geliĸtirmiĸtir. Bu iki farklē meme t¿mºr¿ h¿cre hattēnēn b¿y¿me ve metastaz 

potansiyelini karĸēlaĸtērdēklarēnda, CCL5 ekspresyonunun her iki modelde de MHC 

ekspresyonu, b¿y¿me hēzē veya metastatik ºzelliklerle doĵrudan iliĸkili olmadēĵēnē 

bulmuĸlardēr. Bu sonu­lar, t¿mºr kaynaklē CCL5 ekspresyonunun tek baĸēna meme 

kanserinin ilerlemesine ºnemli bir katkē saĵlamadēĵēnē göstermektedir (Lapteva ve 

ark., (2010)). 

       CCL5'in 4T1 kanser h¿cre hattē ¿zerindeki etkisini anlamak i­in yapēlan baĸka bir 

­alēĸmada, kriyo-termal tedavi adē verilen yenilik­i bir yºntemle t¿mºrlerin tedavisi 

ama­lanmēĸtēr. Bu yºntemde, t¿mºr dokusu hēzla soĵutulup ēsētēlarak t¿mºr dokusu 

yok edilmektedir. ¢alēĸma, kriyo-termal tedavinin akciĵerdeki uzak metastazlarē etkili 

bir ĸekilde engellediĵini ve 4T1 meme kanseri ile B16F10 melanom modellerinde 

farelerin uzun s¿re hayatta kalmalarēnē saĵladēĵēnē gºstermiĸtir. Tedavi aynē zamanda, 

baĵēĸēklēk sistemi ¿zerinde MDSC seviyelerinde (miyeloid kaynaklē baskēlayēcē 

h¿creler) azalma, DCôlerin (dendritik h¿creler) aktivasyonu ve olgunlaĸmasēnda artēĸ 

ve M1 tipi makrofajlarēn aktive edilmesi gibi baĵēĸēklēk yanētēnē g¿­lendiren etkiler 

yaratmēĸtēr. Ancak, kriyo-termal tedaviye raĵmen 4T1 farelerinde saĵkalēm oranē ideal 

seviyede deĵildir. Bu nedenle, tedavinin etkinliĵini artērmak i­in k¿­¿k molek¿ll¿ 

hedefe yºnelik ila­lar gibi baĸka tedavi yºntemleriyle birleĸtirilmesi gerekmektedir. 
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       Son dönemde, CCL5 antagonistleri (CCL5ôi inhibe eden ila­lar) kanser 

imm¿noterapilerinde olumlu sonu­lar vermektedir. Bu nedenle, araĸtērmacēlar kriyo-

termal tedavi ile CCL5'in anti-t¿mºr baĵēĸēklēĵē ¿zerindeki etkisini anlamak i­in bir 

­alēĸma yapmēĸlardēr. Bu ­alēĸmada, CCL5 eksikliĵi olan (CCL5-/-) farelerde kriyo-

termal tedavinin etkileri 4T1 modeliyle incelenmiĸtir. Araĸtērmanēn sonu­larē, CCL5 

eksikliĵi olan farelerde kriyo-termal tedavi sonrasē hayatta kalma oranēnēn arttēĵēnē ve 

MDSC seviyesinin daha da d¿ĸt¿ĵ¿n¿ gºstermiĸtir. Ayrēca, CCL5 eksikliĵi, DC 

h¿crelerin olgunlaĸmasēnē, M1 makrofajlarēn polarizasyonunu, CD4+ T h¿crelerinin 

Th1 gibi t¿mºr karĸētē alt k¿melere farklēlaĸmasēnē ve sitotoksik CD8+ T h¿crelerinin 

oluĸumunu desteklemiĸtir. M1 makrofaj polarizasyonu ayrēca, baĵēĸēklēk yanētēnē 

baskēlayēcē olan Treg ve Th2 h¿crelerinin oluĸumunu engelleyerek, CD8+ T 

h¿crelerinin kanser h¿crelerini hedef alacak ĸekilde aktif hale gelmesine yardēmcē 

olmuĸtur. ¥zetle, bu bulgular CCL5 eksikliĵinin (CCL5-/-) MDSC oranēnē azaltmaya 

katkēda bulunduĵunu ve kriyo-termal tedavi ile, baĵēĸēklēk sisteminde t¿mºrle 

savaĸmaya yºnelik g¿­l¿ bir yanēt oluĸturarak farelerin hayatta kalma oranēnē 

artērdēĵēnē gºstermiĸtir (Lou ve ark., (2022)). 

       4T1 meme kanseri h¿cre hattē, ilk olarak Fred Miller ve Karmanos Kanser 

Enstit¿s¿'ndeki araĸtērmacēlar tarafēndan izole edilmiĸtir. Y¿ksek metastaz yapma 

eĵiliminde olduĵundan, ºzellikle kemiĵe ve diĵer organlara yayēlabildiĵi i­in, son 

yēllarda kanser araĸtērmalarēnda sēk­a kullanēlmaktadēr (ķekil 10). 4T1 meme kanseri 

h¿crelerinin, farelere yerleĸtirildikten sonra kemik, akciĵer, karaciĵer ve beyin gibi 

organlara metastaz yaptēĵē bilinmektedir (Tao ve ark., (2008)). Bu özellik, kanserin 

metastatik s¿re­lerini anlamak ve tedavi yaklaĸēmlarēnē geliĸtirmek a­ēsēndan b¿y¿k 

bir ºneme sahiptir. Aynē zamanda, kanser tedavisi ve baĵēĸēklēk yanētlarēyla ilgili 

araĸtērmalarēn bir par­asē olarak, koĸullandērēlmēĸ ortam (CM) kullanēmē da giderek 

daha fazla dikkat çekmektedir. 
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ķekil 10. 4T1 genleri h¿cresel konum ve iĸleve gºre kategorize edilmiĸtir.  Gösterilen kategorilere giren 

4T1 metastatik fenotipi ile iliĸkili genler ĸekilde listelenmiĸtir. Kērmēzē ile gºsterilen genler 4T1'de 

y¿kselmiĸ, mavi ile gºsterilen genler ise 4T1'de azalmēĸtēr. Ortadaki mavi ­izgi plazma membranēnē 

temsil etmekte olup, saĵēna d¿ĸen genler salgēlanan genleri temsil etmektedir. Ortanēn solundaki mavi 

dikdºrtgen h¿cre i­i membranlarē temsil eder ve dikdºrtgenin i­ine d¿ĸen genler h¿cre i­i organellerde 

bulunan genlerdir (Tao ve ark., (2008)). 

 

       Koĸullandērēlmēĸ ortam (conditioned medium, CM)  ºzellikle i­erdiĵi sitokinler 

ve kemokinler aracēlēĵēyla baĵēĸēklēk sistemini d¿zenlemede kritik bir rol 

oynamaktadēr. CM, mezenkimal kºk h¿cre (MSC) gibi h¿crelerden elde edildiĵinde, 

anti-enflamatuvar etkilere sahip IL-10 ve TGF-ɓ gibi sitokinler ile pro-rejeneratif 

VEGF gibi faktörleri içerir (Muhammad Firdaus ve ark.,2023). MSC kaynaklē CM, 

baĵēĸēklēk yanētlarēnē mod¿le ederek, inflamatuvar sitokinlerin (ºrneĵin TNF-Ŭ, IL-1ɓ) 

seviyelerini d¿ĸ¿r¿r ve bu da otoimm¿n hastalēklarēn tedavisinde potansiyel bir ­ºz¿m 

sunar. Ayrēca, CMônin i­erdiĵi kemokinler, CCL2 (MCP-1) ve CXCL12 (SDF-1) gibi 

molek¿ller aracēlēĵēyla monositlerin ve kºk h¿crelerin yaralē bºlgelere 

yºnlendirilmesini saĵlar, bu da dokularēn onarēm s¿recini hēzlandērēr. Bu baĵlamda, 

CM'nin kanser ve baĵēĸēklēk d¿zenlemesi ¿zerindeki etkileri, hastalēklarēn tedavisinde 

yeni stratejiler geliĸtirilmesine olanak tanēmaktadēr. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

Ķlgili Y¿ksek Lisans Tez ­alēĸmasē, Bursa Uludaĵ ¦niversitesi Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurulu 09 Ocak 2024 tarihli, 2024-01/10 nolu kararē sonucu alēnmēĸ izin    

sonrasēnda ger­ekleĸtirilmiĸtir. 

3.1. ¢alēĸmada Kullanēlan Maddeler 

       Bu tez kapsamēnda kullanēlan kimyasal ve biyolojik malzemeler firmalarēna gºre 

sēralanmēĸtēr. Fosfat tamponlanmēĸ tuz ­ºzeltisi (PBS) (EUROIMMUN, Almanya) ; 

Fºtal Buzaĵē Serumu (FBS) (Biowest, Fransa); Penisilin-Streptomisin (Biowest, 

Fransa); RPMI 1640 (Biowest, Fransa); Ficoll 1,077g/mL (Capricorn Scientific, 

Almanya); Karboksifloresan S¿ksinimidil Ester (CFSE) (Biolegend, ABD); FACS 

Flow Cell Wash (BD, ABD); Tripsin EDTA (Biowest, Fransa); 2'7' diklorofloresin 

diasetat (Sigma, ABD); Diaminofloresein-FM diasetat (DAFDA) (Sigma, ABD); 

Propidyum Ķod¿r ¢ºzeltisi (Biolegend, ABD); Purified anti-mouse CD3 Antibody 

(Biolegend, ABD); Anti-mouse CD197 (CCR7)(klon:4B12) mAb (Biolegend, ABD); 

Anti-mouse CD183 (CXCR3)(klon:CXCR3-173) mAb (Biolegend, ABD); Anti-

mouse CD62L (klon:MEL-14) mAb (Biolegend, ABD); Anti-mouse CD69 

(klon:H1.2F3) mAb (Biolegend, ABD); Anti-mouse CD45.2(klon:104) mAb 

(Biolegend, ABD);  Anti-mouse/human KLRG1 (MAFA)(klon:2F1/KLRG1) mAb 

(Biolegend, ABD);  Anti-mouse/human CD44 (klon:IM7) mAb (Biolegend, ABD); 
Anti-mouse CD103 (klon:2E7) mAb (Biolegend, ABD); Anti-mouse 

CD3 (klon:17A2) mAb (Biolegend, ABD); Anti-mouse CD8a (klon:53-6.7) mAb 

(Biolegend, ABD); Anti-mouse CD4 (klon:GK1.5) ) mAb (Biolegend, ABD); 
Recombinant Mouse CCL5 (RANTES) (Biolegend, ABD). 

 

3.2.Hazērlanan Tamponlar ve ¢ºzeltiler  

       PBS ¢ºzeltisi: Steril PBS tablet 1000mL baĸēna bir adet olacak ĸekilde dH2Oôya 

eklenerek (1X) ­ºz¿ld¿ ve otoklavlanarak sterilize edildi. Oda sēcaklēĵēnda (25ÁC) 

muhafaza edildi.  

https://www.biolegend.com/fr-lu/search-results?Clone=CXCR3-173


30 

 

      Tam RPMI 1640 H¿cre K¿lt¿r¿ Ortamē: L-glutamin i­eren RPMI 1640 ¿zerine 

son konsantrasyonu %10 v/v olacak ĸekilde fetal buzaĵē serum (FBS) (ēsē-inaktive), 

%1 v/v olacak ĸekilde penisilin/streptomisin eklendi ve +4ÁCôde saklandē.  

      Karboksifloresan S¿ksinimidil Ester (CFSE) ­ºzeltisi: CFSE tuzu (50ɛg) ¿zerine 

18ɛl DMSO eklenerek ­ºz¿ld¿ ve -86ÁCôde saklandē.  

Tripan Mavisi ¢ºzeltisi: Steril ortamda tartēm sonrasēnda 1X PBS ile 0,4ôl¿k ­ºzelti 

hazērlandē ve 0,22ɛmôlik filtreden ge­irildi. Oda sēcaklēĵēnda (25ÁC) muhafaza edildi.  

      Recombinant Mouse CCL5 (RANTES) (carrier-free): 10 µg a­ēlmamēĸ solüsyon 

t¿p¿n i­erisinden 10ul alēnarak 5 adet k¿­¿k porsiyonlara ayrēlarak -80°C de saklandē. 

1 ml içinde 1ug olacak ĸekilde ara stok hazērlanarak kullanēldē. 

      LEGENDplexÊ MU Proinflam. Chemokine Panel 1 (13-plex): LEGENDplexÊ 

Fare Proinflamatuar Kemokin Paneli 1 V02, ­eĸitli flow sitometrelerinde kullanēlmak 

¿zere tasarlanmēĸ multipleks boncuk bazlē bir testtir. Bu panel, CXCL1 (KC), CCL2 

(MCP-1), CCL5 (RANTES), CXCL10 (IP-10), CCL11 (Eotaxin), CCL17 (TARC), 

CCL3 (MIP-1Ŭ), CCL4 (MIP-1ɓ), CXCL9 (MIG), CCL20 (MIP-3Ŭ), CXCL5 (LIX), 

CXCL13 (BLC) ve CCL22 (MDC) dahil olmak ¿zere 13 fare kemokininin eĸzamanlē 

olarak ºl­¿lmesini saĵlar. Bu panel, geleneksel CBA yöntemine göre daha yüksek 

hassasiyet ve daha geniĸ dinamik aralēklar saĵlar. Panel, serum/plazma ve h¿cre 

k¿lt¿r¿ s¿pernatant ºrneklerinde kullanēm i­in onaylanmēĸtēr. 

 

3.3. Deney Hayvanlarēnēn Barēndērma Koĸullarē 

       Tez ­alēĸmasēnda kullanēlan fareler, Uludaĵ ¦niversitesi Deney Hayvanlarē 

Araĸtērma Merkezinden temmin edilmiĸtir ve uygun koĸullarda bulundurulmuĸtur.  

¢alēĸmada, BALB/c t¿r¿ 6-8 haftalēk diĸi fareler kullanēlmēĸtēr. Hayvanlar, deney 

ºncesinde 10 g¿nl¿k karantina s¿recinden sonra ­alēĸma grubu kapsamēndaki grup 

sayēsēna gºre ilgili kafeslere ayrēlmēĸtēr. Gruplar oluĸturulurken kafeste bulunan 

hayvanlarēn aĵērlēk ortalamasē aynē ĸekilde olmasēna dikkat edilerek rastgele 

daĵēltēlmēĸtēr. Hayvanlarēn su ve yem alēmlarē serbest bērakēlmēĸtēr (ad libitum) 

      Barēndērma ēsēsē 20-24 0C olacak ĸekilde sabit tutularak ve oda 12 saat aydēnlēk ve 

12 saat karanlēk (07.00-19.00 arasē aydēnlēk) dºng¿s¿yle aydēnlatma saĵlanmēĸtēr. 

      Hayvanlar ilgili deneyler kapsamēnda otoklavlanmēĸ talaĸ (clean cage) veya serbest 

(dirty cage) ortamda barēndērēlmēĸtēr. 
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      4T1 h¿cre hattē Hacettepe ¦niversitesi Kanser Enstit¿s¿ ºĵretim ¿yesi Prof. Dr. 

G¿neĸ ESENDAĴLIô dan temin edilmiĸtir. 

3.4. Fare Splenosit Ķzolasyonu  

       Saĵlēklē farelerden alēnan dalaklar fiziksel olarak par­alandē 40um steril meshôden 

ge­irilerek h¿crelerin tek tek d¿ĸmesi saĵlandēelde edilen dalak h¿creleri 1:1 oranēnda 

RPMI 1640 ile seyreltildikten sonra 15 mL'lik falcon tüpünün dibine 3 mL Ficoll 

(1,077 g/mL) eklenmiĸtir. Seyreltilmiĸ dalak h¿creleri, Ficoll ¿zerine dikkatlice ve 

yavaĸ­a yayēldē. H¿crelerin Ficoll y¿zeyine yerleĸtirilmesinin ardēndan, t¿p 2500 

rpmôde 20 dakika santrif¿j edilmiĸtir. Santrif¿j sonrasēnda, Ficoll ile plazma arasēnda 

oluĸan periferik kan monon¿kleer h¿creler, eritrositlerden ayrēlarak pastºr pipeti ile 

dikkatlice toplandē. Toplanan h¿creler, 15 mLôlik falcon t¿p¿ne alēndē ve üzerine tam 

dolacak ĸekilde 1X PBS eklenerek 2000 rpmôde 5 dakika santrif¿j edildi. Süpernatan 

uzaklaĸtērēlmēĸ ve h¿creler, sayēm yapabilmek i­in uygun koĸullarda hazērlanmēĸtēr. 

Ķstenilen deney gruplarē, h¿cre sayēmē ve gerekli koĸullar doĵrultusunda kurgulanarak 

analizlere devam edilmiĸtir. Elde edilen bu hücreler splenoistler olarak 

adlandērēlmaktadēr (ķekil 11). 

 
ķekil 11. Saĵlēklē 6-8 haftalēk BABC/L diĸi farenin dalaĵēndan splenosit izolasyonu 

3.5. 4T1 Koĸullandērēlmēĸ Ortam (Conditioned Medium) Toplama 

       4T1 H¿creler yaklaĸēk %70ï90 konfluens seviyesine ulaĸtēĵēnda, ortamdaki 

b¿y¿me faktºrlerinin daha homojen olmasēnē saĵlamak adēna ortam deĵiĸtirilir. 

Hücreler mLô de 1x106 olacak ĸekilde ekimi saĵlandē. Hücreler bu ortamda 16 saat 

ink¿be edilir (37ÁC, 5% CO ). Ķnk¿basyon sonunda k¿lt¿r ¿st¿ sēvē dikkatlice alēnarak 

steril konik t¿plere aktarēlēr. H¿cre kalēntēlarēndan arēndērmak i­in 2000 rpmôde 5 

dakika santrifüj edilir. S¿pernatant yeni bir t¿pe aktarēlēr. Elde edilen süpernatant, 0.22 

Õmôlik steril filtreden ge­irilerek h¿cresel kalēntēlardan tamamen arēndērēlēr. 

Conditioned medium, -20°C uzun süreli saklama için alikotlanarak dondurulur. 
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3.6. Uzun Süre Kültür  

       Splenositler 200.000 h¿cre/kuyu baĸē olacak ĸekilde, farklē deney koĸullarē altēnda 

k¿lt¿re edilerek, aktivasyon ve fonksiyonel yanētlarēnēn deĵerlendirilmesi ama­landē. 

H¿creler, (i) yalnēzca T h¿creleri i­eren kontrol grubu, (ii) 4T1 h¿creleri ile ko-kültür 

edilen grup, (iii) 4T1 h¿crelerinden elde edilen koĸullandērēlmēĸ medyum (CM) ile 

k¿lt¿re edilen grup ve (iv) CCL5 rekombinantē ile k¿lt¿re edilen grup olmak ¿zere 

dört farklē ĸekilde ink¿be edildi. K¿lt¿r s¿resi boyunca h¿creler (gruplar arasēnda farklē 

olarak) 8 ila 16 g¿n boyunca 37ÁC, %5 CO  i­eren nemli ink¿batºrde tutuldu ve her 

iki g¿nde bir besiyeri deĵiĸimi yapēlarak taze koĸullandērēlmēĸ medyum eklendi. 

Ayrēca, belirli deney gruplarēnda se­ili kuyular anti-fare CD3 monoklonal antikoru ile 

uyarēlarak veya herhangi bir uyarēma maruz bērakēlmadan k¿lt¿re edildi (ķekil 12). 

 
ķek l 12. Ster l ve k rl  kafes koĸullarēnda tutulan 6ï8 haftalēk BALB/c d ĸ  farelerden elde ed len 

splenos tler, 8., 16. ve 24. g¿nlerde uzun s¿rel  k¿lt¿r sonrasēnda h¿cre canlēlēĵē yºn¿nden 

deĵerlend r ld . Flow s tometr  kullanēlarak yapēlan anal zlerde, canlē h¿cre oranlarē bel rlend  ve canlē 

gruplarda hafēza T h¿creler ne dºn¿ĸ¿m, Yºntem 3.8ôde tanēmlandēĵē ĸek lde ncelend . Elde ed len 

h¿cre dºn¿ĸ¿m prof l ne gºre TRM, TCM ve TEM fenot pler  tanēmlandē ve bu alt pop¿lasyonlar 

saflaĸtērēlarak ayrēldē. Saflaĸtērēlan hafēza T h¿creler nden, 8:1 oranēnda (hafēza T h¿cres :4T1 h¿cres ) 

olacak ĸek lde ko-k¿lt¿r deneyler  ger­ekleĸt r ld . Ko-k¿lt¿r¿n 3. ve 4. g¿nler nde, Yºntem 3.11ôde 

bel rt len protokole uygun olarak, hafēza T h¿creler n n 4T1 h¿creler n  ºld¿rme kapas tes  flow 

s tometr  le anal z ed ld . Deney gruplarē ĸu ĸek lde oluĸturuldu: ïCD3 137 Õg CM, ïCD3 137 Õg CM 
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+ 10 ng CCL5, ïCD3 20 Õg CM, ïCD3 20 Õg CM + 10 ng CCL5 ve sadece ïCD3 + 10 ng CCL5. (ï

CD3: CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ; +CD3: CD3 uyarēmē yapēlmēĸ). 

 

       Deney s¿reci boyunca h¿crelerin canlēlēĵē, proliferasyonu ve hafēza h¿cresine 

dºn¿ĸ¿m durumlarē, belirli zaman noktalarēnda alēnan ºrneklerle deĵerlendirildi. Bu 

analizlerde, flow sitometrisi temelli yºntemler kullanēldē hem y¿zey belirte­lerinin 

analizi hem de sitokin profillemesi için CBA (Cytometric Bead Array) yöntemiyle 

ºrnekler alēnēp ilgili deneylerde deĵerlendirildi (Yöntem 3.12. CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL5, CCL11, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL1, CXCL5, CXCL9, CXCL10 ve 

CXCL13 kemokinler analiz edildi). 

 

3.7. Uzun Süre Kültür Sonrasē Canlēlēklarēn Ķzlenmesi 

       Uzun süre kültüre edilen splonistlerin canlēlēk analizini ger­ekleĸtirmek amacēyla, 

U kuyulu 96ôlēk h¿cre k¿lt¿r¿ plaĵēndaki ilgili kuyular toplandē ve h¿cre s¿spansiyonu 

2000 rpmôde 5 dakika santrif¿j edildi. Elde edilen pelet, PBS ile yēkanarak aynē hēz ve 

sürede ikinci kez santrifüj edildi. S¿pernatant dikkatlice uzaklaĸtērēldēktan sonra kalan 

pelete, y¿zey belirte­lerinin iĸaretlenmesi amacēyla anti-fare-CD4 ve -CD8 antikorlarē 

(her biri 5 ÕL) eklendi ve h¿creler +4ÁCôde 40 dakika boyunca ink¿basyona bērakēldē. 

      Ķnk¿basyon s¿resinin tamamlanmasēnēn ardēndan h¿creler bir kez daha PBS ile 

yēkanarak 2000 rpmôde 5 dakika santrif¿j edildi ve s¿pernatant uzaklaĸtērēldē. Pelet 

¿zerine propidyum iyod¿r (PI) boyasē eklenerek karanlēk ortamda, oda sēcaklēĵēnda 15 

dakika boyunca ink¿be edildi. Bekleme s¿resi tamamlandēktan sonra, h¿creler yeniden 

PBS ile yēkanarak s¿spansiyonun son hacmi 150 ÕL olacak ĸekilde ayarlandē. 

Hazērlanan h¿cre s¿spansiyonu, flow sitometrisi ile analiz edilmek üzere FACS ARIA 

III cihazēnda okuma iĸlemi i­in hazēr hale getirildi (ķekil 13). 
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ķek l 13. A) CD4+ ve B) CD8+ T h¿crelerinin uzun dºnem k¿lt¿r sonucu canlēlēk d¿zeylerinin analiz 

stratejisi. 

 

3.8. CD4+ ve CD8+ Hafēza T H¿crelerin Ķmm¿nofenotiplendirmesi  

       Uzun s¿re k¿lt¿re edilen T h¿creleri, U kuyulu 96ôlēk h¿cre k¿lt¿r¿ plaĵēndan 

toplanarak, 1X PBS eklenerek yēkanmēĸtēr. 2000 rpmôde 5 dakika santrif¿j edilmiĸtir. 

Hücreler 200ul serumsuz ortamda (1X PBS) yeniden süspanse hale getirilerek üzerine 

anti -fare -CD3, -CD4, -CD8, -CD69, -CD103, -CXCR3, -KLRG1, -CCR7, -CD45.2, 
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-CD44 ve -CD62L antikorlarēnēn her biri, 5 ÕL olacak ĸekilde eklenmiĸtir (Tablo 2) 

(ķekil 14). Hücreler vortekslenmiĸ ve +4ÁCôde 40 dakika ink¿be edilmiĸtir. 

       Ķnk¿basyon s¿resinin sonunda, h¿crelerde baĵlanmamēĸ antikorlarē uzaklaĸtērmak 

amacēyla 2 mL PBS eklenerek, h¿creler 2000 rpmôde 5 dakika santrif¿j edilmiĸtir. 

Santrif¿j sonrasē s¿pernatant, baĵlanmamēĸ antikorlarla birlikte atēlmēĸtēr. Yēkama 

iĸlemi sonrasēnda, h¿creler 150 ÕL PBS i­inde s¿spanse edilerek, 

imm¿nofenotiplendirme analizi i­in hazēr hale getirilmiĸtir. 

Hücrelerin immünofenotipik analizi, BD FACS ARIA III flow sitometri cihazē 

kullanēlarak ger­ekleĸtirilmiĸtir.  

 
Tablo 2. Hafēza T h¿cre alt gruplarēnēn fenotipleri

 
 

 
ķek l 14.  Flow sitometri analizlerinde hafēza T h¿crelerinin se­ici tanēmlanmasē i­in basitleĸtirilmiĸ 

kapēlama yºntemi 
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3.9. Hafēza T h¿cre Alt Gruplarēn Saflaĸtērēlmasē  

       Ķmm¿nofenotiplendirme sonrasē (3.7. de detaylē olarak anlatēlmēĸtēr.) fark 

saptanan hafēza T h¿cre alt gruplarē floresan aktive h¿cre saflaĸtērma (FACS) yºntemi 

FACS ARIA III h¿cre saflaĸtērma cihazē ile saflaĸtērma iĸlemi ger­ekleĸtirilmiĸtir. 

       FACS yºntemiyle h¿cre saflaĸtērēlmasē, ºzellikle hafēza T h¿crelerinin heterojen 

alt gruplarēnēn ayrēlmasēnda b¿y¿k ºnem taĸēmaktadēr. Ķlk olarak, antikorlarla 

iĸaretlenmiĸ pozitif h¿crelerin i­erisinden, tek tek d¿ĸen h¿creler belirlenerek 

kapēlandē. Bunun için forward scatter (FS)-INT ve side scatter (SS)-TOF veya forward 

scatter (FSC)-A ve FSC-H grafiklerinden yararlanēlarak doublet diskriminasyonu (­ift 

h¿crelerin ayērt edilmesi) yapēlmēĸtēr. Bu aĸama, saflaĸtērma s¿recinin doĵruluĵunu 

artērarak, sadece tek h¿crelerin analiz edilmesini saĵlamaktadēr. Sonrasēnda, tek 

hücrelerin granülaritesi (SS-INT) ve boyutuna (FS-INT) gºre yeni bir kapēlamaya 

gidilmiĸtir. Bu, ºzellikle T h¿crelerinin aktive olma durumu ve h¿cre yapēsēndaki 

deĵiĸiklikleri daha iyi deĵerlendirebilmek i­in ºnemlidir. 

       Bu genel kapēlama stratejilerinin ardēndan, h¿crelerin fenotipik profillerini daha 

detaylē inceleyebilmek için anti-fare- CD3, CD4 ve CD8 monoklonal belirteçlerine 

dayalē bir nokta sa­ēlēm grafiĵi oluĸturulmuĸtur. ¥zellikle, CD3 pozitif, CD4 pozitif 

ve CD8 negatif T h¿creleri, hafēza T h¿crelerinin karakteristik ºzelliklerini taĸēyan alt 

gruplarēn belirlenmesinde ºnemli bir kriterdir. Bu gruplar, baĵēĸēklēk hafēzasē ve uzun 

s¿reli koruma saĵlama kapasiteleri a­ēsēndan incelenmiĸtir. Ardēndan, anti-fare- 

CD45.2, CD44, CD69, CD103, CXCR3, CD62L ve KLRG1 monoklonal gibi 

kemotaktik ve aktivasyon belirte­lerine dayalē kapēlamalar yapēlmēĸ, bu adēmda 

ºzellikle h¿crelerin migrasyon potansiyelleri ve aktivasyon d¿zeyleri ayrēntēlē olarak 

analiz edilmiĸtir (ķekil 15). 

       FACS yºntemi, hafēza T h¿crelerinin saflaĸtērēlmasēnda yalnēzca fenotipik 

analizler saĵlamakla kalmaz, aynē zamanda bu h¿crelerin iĸlevsel kapasitelerini 

anlamamēza da olanak tanēr. Bu saflaĸtērma adēmlarē sonucunda elde edilen homojen 

T hücre popülasyonlarē, daha ileri fonksiyonel analizler i­in ideal bir model 

sunmaktadēr. Son olarak, h¿crelerin saflaĸtērēlmasēnēn ardēndan elde edilen veriler, 

FlowJo yazēlēmē kullanēlarak detaylē ĸekilde analiz edilmiĸtir.  
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ķek l 15. A) CD4+ ve B) CD8+ hafēza T h¿creleri fenotip belirlemek i­in kullanēlan temsili 

flow sitometri kapēlama stratejisi 

 

3.10. T H¿cre ¢oĵalma ve Proliferasyon Karboksi  Floresan S¿ksinimidil Ester 

(CFSE) ile Splenosit H¿crelerin Ķĸaretlenmesi  

       CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester), hücre içi proteinlere kovalent 

olarak baĵlanabilen, floresan ºzellikte bir boyadēr. Bu ºzelliĵi sayesinde, h¿cre i­ine 

girdikten sonra uzun s¿re h¿crede kalabilir ve komĸu h¿crelere ge­mez. Genellikle 

lenfositleri etiketlemek, bu h¿crelerin gº­¿n¿ ve bºl¿nmesini izlemek amacēyla 
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kullanēlēr.  H¿cre i­ine girdikten sonra h¿cre i­i esterazlar tarafēndan CFSEôye 

dºn¿ĸerek floresan hale gelir. CFSE'nin en ºnemli avantajlarēndan biri, h¿cre 

bºl¿nmelerini takip edebilme imk©nē sunmasēdēr. Her h¿cre bºl¿nmesinde, CFSE 

floresansē ikiye bºl¿n¿r ve bu sayede yaklaĸēk 7ï8 hücre bölünmesi izlenebilir. Ancak, 

yüksek konsantrasyonlarda toksik etki gösterebilir, bu nedenle optimal dozda 

uygulanmalēdēr. CFSE ile iĸaretlenmiĸ canlē h¿creler, diĵer yºntemlerin aksine, daha 

sonra geri kazanēlēp analiz edilebilir. Ayrēca y¿zey belirte­lerine karĸē floresan 

antikorlarla kombine edildiĵinde, farklē lenfosit alt gruplarēnēn bºl¿nme dinamikleri 

de izlenebilir. 

      Uzun süre kültür edilen 1x106 splenosit hücreleri, 1 mL FBS içermeyen RPMI 

1640 besiyeri i­inde s¿spanse edilmiĸtir. H¿cre s¿spansiyonuna 1 ÕL CFSE (1 ɛM) 

eklenmiĸ ve karēĸēm, h¿crelerin yeterli ĸekilde boyanmasēnē saĵlamak amacēyla hafif­e 

vortekslenmiĸtir. Ardēndan, h¿creler 15 dakika boyunca 37ÁCôde ink¿be edilmiĸtir. Bu 

ink¿basyon, CFSEônin h¿cre membranēndan ge­erek sitoplazmaya alēnmasēnē ve bu 

s¿re­te h¿creler tarafēndan tam olarak emilmesini saĵlamaktadēr. 

      CFSE boyamasēnēn ardēndan, CFSE baĵlanma reaksiyonunu durdurmak i­in soĵuk 

FBS içeren tam RPMI 1640 eklenerek hücreler, 5 dakika boyunca buzlu ortamda 

bekletilmiĸtir. Soĵuk ortam, h¿cre metabolizmasēnē yavaĸlatarak boyanēn h¿crelerde 

stabil hale gelmesini saĵlar.  

       Ķnk¿basyon sonrasē, h¿creler +4ÁCôde 2000 rpmôde 5 dakika s¿reyle santrif¿j 

edilmiĸtir. Bu aĸama, h¿creleri pellete ederek, boyama sonrasē besiyerinden 

temizlenmelerini ve gereksiz serbest CFSEônin uzaklaĸtērēlmasēnē saĵlar. S¿pernatant 

dikkatlice uzaklaĸtērēldēktan sonra, h¿cre pelletine tekrar 7 mL soĵuk tam RPMI 1640 

eklenerek, aynē koĸullarda 5 dakika daha santrif¿j edilmiĸtir. Bu yēkama iĸlemi, 

h¿crelerin ¿zerindeki fazla boyayē ve serbest kalan CFSEôyi uzaklaĸtērarak, boyama 

iĸleminin spesifikliĵini saĵlar ve h¿crelerin daha doĵru analiz edilmesini saĵlar. 

       Son olarak, hücreler 100 µL tam RPMI 1640 içinde, her bir tüpte 200.000 hücre 

olacak ĸekilde s¿spanse edilmiĸtir. H¿cre sayēsēnēn doĵru bir ĸekilde belirlenmesi, 

h¿cre ­oĵalma analizlerinin g¿venilirliĵini artērēr. T¿m bu iĸlemler, CFSE'nin ēĸēĵa 

duyarlē ºzellikleri nedeniyle karanlēk ortamda yapēlmēĸtēr. Iĸēk altēnda CFSEônin 

floresan ºzelliklerinin bozulabileceĵi gºz ºn¿nde bulundurularak, boyama iĸlemi 

boyunca ēĸēk maruziyeti en aza indirilmiĸtir. 
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3.11.Saflaĸtērēlmēĸ Hafēza T H¿crelerinin 4T1 H¿crelerini Öldürme 

Kapasitesinin Deĵerlendirilmesi 

       Saflaĸtērēlan hafēza T h¿creleri, 4T1 h¿creleriyle 8:1 oranēnda ko-k¿lt¿r edilmiĸtir. 

Bu iĸlem, d¿z 96 kuyulu h¿cre plakasēnda 200 ÕL hacminde ger­ekleĸtirilmiĸ olup, T 

hücrelerinin hedef hücreler üzerindeki öldürme kapasitesinin gözlemlenmesi 

ama­lanmēĸtēr (ķekil 16). Kültürün 4. gününün sonunda, T hücrelerinin 4T1 

h¿crelerine karĸē gºsterdiĵi ºld¿rme potansiyelini incelemek i­in, k¿lt¿r kuyularēndaki 

hücreler tripsin-EDTA kullanēlarak 12 ÕL miktarēnda kaldērēlmēĸ ve 2000 rpmôde 5 

dakika süreyle santrifüj edilerek PBS ile yēkanmēĸtēr. 

     Yēkama iĸleminden sonra, h¿crelere anti-fare-CD3 ve -CD45 monoklonal 

antikorlarē eklenmiĸ, her bir antikor 5 ÕL miktarēnda kullanēlarak 40 dakika boyunca 

+4ÁCôde ink¿be edilmiĸtir. Bu adēm, T h¿crelerinin y¿zeyindeki belirte­lerin doĵru 

ĸekilde tanēmlanmasē ve analizi i­in gereklidir. Ķnk¿basyonun ardēndan, h¿creler tekrar 

2000 rpmôde 5 dakika santrif¿j edilerek fazla antikorlar uzaklaĸtērēlmēĸtēr. Bu iĸlem, 

h¿crelerin saflēĵēnē artērarak, doĵru sonu­larēn elde edilmesini saĵlamaktadēr. 

       Daha sonra, h¿cre pelleti ¿zerine 7AAD eklenmiĸ ve h¿creler karanlēk ortamda 

oda sēcaklēĵēnda 15 dakika s¿reyle ink¿be edilmiĸtir. 7AAD, h¿cre membranēnēn 

b¿t¿nl¿ĵ¿n¿ bozan ºl¿ h¿creleri boyayarak canlē h¿crelerden ayērt edilmesini saĵlar. 

Bu boyama, özellikle h¿crelerin canlēlēk oranēnē belirlerken b¿y¿k ºnem taĸēr. 

Ķnk¿basyon sonrasē, h¿creler tekrar PBS ile yēkanmēĸ ve 2000 rpmôde 5 dakika 

santrif¿j edilerek s¿pernatant uzaklaĸtērēlmēĸtēr. 

       Son adēmda, h¿creler BD FACS Symphony flow sitometri cihazēnda 

deĵerlendirilmiĸtir. Flow sitometri, h¿crelerin y¿zey belirte­lerini ve canlēlēk 

durumlarēnē hēzlē ve doĵru bir ĸekilde analiz etmek i­in kullanēlmēĸtēr. Bu teknik, 

ºzellikle T h¿crelerinin 4T1 h¿crelerine karĸē gºsterdiĵi ºld¿rme kapasitesini ve 

imm¿n yanētlarē detaylē ĸekilde izlemeyi saĵlamaktadēr. 
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ķekil 16. Saflaĸtērēlan hafēza T h¿crelerinin 4T1 t¿mºr h¿creleriyle ko-k¿lt¿r¿ sonrasē, 3. ve 4. g¿nlerde 

anti-fare-CD3 ve -CD45 monoklonal antikorlarē ile 7-AAD canlēlēk boyasē kullanēlarak, hafēza T 

h¿crelerinin t¿mºr h¿cresi ºld¿rme kapasitesini deĵerlendirmeye yºnelik analiz stratejisi. 

 

ķek l 17. Saflaĸtērēlan hafēza T h¿creleri (TRM 1, TCM 1, TEM 1 ve genel hafēza CD8+ T h¿creleri 

(CD8M)) ve 4T1 h¿crelerinin (8:1 oranēnda) ko-kültrü i­in kullanēlan deneysel yaklaĸēm 
3.12. Sitokin Boncuk Tabanlē ¢oklu Analiz Yºntemi (Cytokine Bead Array, CBA) 

Yºntemi ile Ķmm¿n Yanēt Yºn¿n¿n Belirlenmesi  

       4T1 hücreleri 1x106 hücre/mL olacak ĸekilde ekilmiĸtir. K¿lt¿r¿n 2. g¿n¿n¿n 

sonunda, s¿pernatant kēsmē alēnarak 2000 rpmôde 5 dakika santrif¿j edilmiĸtir. Bu 

iĸlem, h¿creleri elemine etmek i­in ger­ekleĸtirilmiĸ ve elde edilen s¿pernatant baĸka 

bir falkona alēnmēĸtēr.  

      4T1 hücrelerinden toplanan süpernatanlardaki CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, 

CCL11, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL1, CXCL5, CXCL9, CXCL10 ve CXCL13 

kemokin d¿zeyleri, flow sitometri tabanlē sitokin boncuk analizi (Cytokine Bead 

Array, CBA) yºntemi ile deĵerlendirildi (ķekil 17). Bu yºntem, d¿ĸ¿k hacimli 

ºrneklerle ­alēĸabilme avantajē sunmakta olup, aynē anda birden fazla sitokin/kemokin 

tayinine olanak tanēr. Kullanēlan boncuklar iki farklē boyutta ve farklē floresan 

yoĵunluklarēna sahip olup, standart kontroller (C0ïC7) yardēmēyla FSC-A/SSC-A ve 
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APC kanalēndaki sinyaller temel alēnarak tanēmlanmēĸtēr. Bºylece her bir boncuĵun 

doĵru bºlgede yer aldēĵē doĵrulanmēĸ ve analizin g¿venilirliĵi saĵlanmēĸtēr. 

 

 
 

 
ķekil 18. CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL1, CXCL5, CXCL9, 

CXCL10 ve CXCL13 kemokinlerini tespit etmek i­in kullanēlan sitokin boncuk yºntemi (cytokine bead 

array, CBA). Boyut ve floresan ēĸēma gºz ºn¿ne alēnarak cihazda yapēlan ayarlar. C: Konsantrasyon 
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      Ardēndan, LEGENDPlexÊ kit kullanēlarak kemokin seviyeleri ºl­¿lm¿ĸt¿r. 

Analizler, kitin ºnerdiĵi analiz programē ile FACS ARIA III flow sitometri cihazēnda 

ger­ekleĸtirilmiĸtir. Bu analiz, inflamasyon d¿zeylerinin belirlenmesine ve h¿cresel 

etkileĸimlerin detaylē bir ĸekilde incelenmesine olanak tanēmaktadēr. 

       Bir sonraki aĸamada, 4T1 h¿creleri ile yapēlan ­alēĸmanēn her bir ºrneĵi i­in iĸlem 

iki defa tekrarlanmēĸtēr. Her bir ºrnek i­in, 250 ÕL Assay Buffer kullanēlarak, kit 

içerisindeki liyofilize standart çözüldü. Standart, tamamen çözülene kadar 10 dakika 

ink¿be edilmiĸtir. Sekiz t¿p isimlendirilmiĸtir (CO-C7), her tüpe 75 µL Assay Buffer 

eklenmiĸ, yalnēzca C7 t¿p¿ne 250 ÕL Assay Buffer i­erisinde ­ºz¿len standart 

eklenmiĸtir. Ķlk t¿p (C7), 10.000 pg/mL konsantrasyonunda olup, diĵer t¿plerin her 

biri 1:4 oranēnda seri dil¿syonlarla hazērlanmēĸtēr. C0 olarak isimlendirilen t¿pe ise 

yalnēzca 75 ÕL Assay Buffer eklenmiĸ ve standart eklenmemiĸtir (ķekil 18). 

 

 
ķekil 19. CBA deneyleri standartlarēn hazērlanmasē. C7 (10.000 pg/mL), C6 (2.500 pg/mL), C5 (625 

pg/mL), C4 (156,25 pg/mL). C3 (39,01 pg/mL), C2 (9,77 pg/mL), C1 (2,44 pg/mL), C0 (0 

pg/mL=blank). C, concentration: konsantrasyon (biorender.com kullanēlarak hazērlanmēĸtēr). 

 

      Standart ve örneklerden elde edilen havuzlardan her biri için tüpler 

isimlendirilmiĸtir ve her t¿pe 25 ÕL Assay Buffer eklenmiĸtir. Toplamda 40 t¿p 

kullanēlarak (12 ºrnek havuzu ve her bir standart dil¿syonu i­in C0-C7 tüpleri) deney 

devam ettirilmiĸtir. Her ºrnek havuzundan 25 ÕL ºrnek ve her standart dilüsyon 

t¿p¿nden 25 ÕL alēnarak, her t¿pe Assay Buffer eklenmiĸtir. Karanlēk ortamda devam 

eden ink¿basyon sērasēnda, her t¿pe 25 ÕL premixed bead eklenmiĸ ve 2 saat boyunca 

shakerôda (800 rpm) ink¿be edilmiĸtir. Bu adēm, kemokinlerin beadôlere baĵlanmasēnē 

saĵlayarak analizin doĵruluĵunu ve hassasiyetini artērmaktadēr. 
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     Yēkama ­ºzeltisi olarak kullanēlan Wash Buffer (20X), ¿zerine 475 mL ddH2O 

eklenerek 1X konsantrasyonuna seyreltilmiĸtir. Ķnk¿basyonu tamamlanan ºrneklerin 

¿zerine 200 ÕL Wash Buffer eklenmiĸ ve 250g hēzēnda 5 dakika santrif¿j edilmiĸtir. 

Santrif¿j sonrasē, her t¿pten s¿pernatant dikkatlice uzaklaĸtērēlmēĸ ve iĸlem, 200 ÕL 

Wash Buffer ile tekrar edilmiĸtir. Bu yēkama iĸlemi, baĵlanmamēĸ reaktiflerin 

temizlenmesini saĵlayarak, analizin saflēĵēnē garanti altēna almaktadēr. Ardēndan, her 

tüpe 25 µL Detection Buffer eklenmiĸ ve 1 saat boyunca karanlēkta shakerôda (800 

rpm) ink¿be edilmiĸtir. 

      Son olarak, 25 µL SA-PE t¿plere eklenmiĸ ve 30 dakika boyunca karanlēkta 

shakerôda (800 rpm) ink¿be edilmiĸtir. Ķnk¿basyon sonrasēnda, t¿pler tekrar 250g 

hēzēnda 5 dakika santrif¿j edilmiĸtir ve s¿pernatant dikkatlice uzaklaĸtērēlmēĸtēr. 200 

µL Wash Buffer ile yeniden yēkama iĸlemi yapēlmēĸ ve s¿pernatant uzaklaĸtērēlmēĸtēr. 

¥rnekler, 150 ÕL Wash Buffer ile s¿spanse edilmiĸ ve FACS ARIA III flow sitometri 

cihazēnda analiz edilmiĸtir.  

 

3.13. BCA (Bicinchoninic Acid) Protein Analiz Yöntemi 

       BCA yºntemi, protein konsantrasyonlarēnē belirlemek amacēyla sēklēkla kullanēlan 

bir fotometrik ºl­¿m tekniĵidir. Bu yºntemde, proteinler, BCA reaktifiyle reaksiyona 

girerek, 562 nmôde maksimum absorbansa sahip bir kompleks oluĸturur. Bu 

kompleksin optik yoĵunluĵu, protein miktarē ile doĵru orantēlēdēr ve bu sayede protein 

konsantrasyonu hesaplanabilir. Analiz, genellikle bir mikrotiter plaka kullanēlarak 

ger­ekleĸtirilir. Ķlk olarak, BCA reaktifi hazērlanēr; reaktif, kitin ºnerdiĵi oranlarda 

karēĸtērēlarak ­alēĸma ­ºzeltisi haline getirilir. Protein ºrnekleri, uygun bir dil¿syonla 

hazērlanan BCA reaktif ­ºzeltisiyle karēĸtērēlmadan ºnce mikrotiter plaka ¿zerine 

pipetlenir. Ayrēca, her analiz i­in BSA (Bovino Serum Alb¿min) gibi bir standart 

protein çºzeltisi hazērlanarak, 1 Õg/mL ile 1000 Õg/mL arasēnda farklē 

konsantrasyonlarla plaka ¿zerine pipetlenir. Hazērlanan ºrnekler ve standartlar, 

¿zerine 200 ÕL BCA reaktifi eklenerek ink¿basyona alēnēr ve 37ÁCôde 30 dakika 

süreyle inkübe edilir. Bu sürede protein-BCA kompleksinin oluĸmasē saĵlanēr. 

Ķnk¿basyon tamamlandēktan sonra, her kuyudan 562 nmôde absorbans ºl­¿l¿r. Elde 

edilen absorbans deĵerleri, ºnceden hazērlanan standart eĵrisine gºre protein 

konsantrasyonu olarak hesaplanēr.  
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3.14. Ķstatiksel Analiz  

       Tez ­alēĸmasēnda elde edilen veriler, IBM SPSS 21.0 ve GraphPad Prism 9 

yazēlēmlarē kullanēlarak analiz edilmiĸtir. Normal daĵēlēm gºsteren veriler i­in, ikili 

karĸēlaĸtērmalar i­in Student's t testi, ikiden fazla karĸēlaĸtērmalar i­in ise ANOVA testi 

uygulanmēĸtēr. Normal daĵēlēm gºstermeyen veriler i­in ise Mann-Whitney U testi 

(ikili karĸēlaĸtērma) ve Kruskal-Wallis testi (ikiden fazla karĸēlaĸtērma) kullanēlmēĸtēr. 

Gruplar arasēndaki farklar ve anlamlēlēklar, Two-Way ANOVA testi (Bonferroniôs 

post hoc testi ile birlikte) ve ­oklu test metodu kullanēlarak deĵerlendirilmiĸtir. 

Ķstatistiksel anlamlēlēk p<0.05 olarak kabul edilmiĸtir ve bu deĵere gºre grafiklerde 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 iĸaretlemeleri kullanēlmēĸtēr. Korelasyon analizi i­in, 

verilerin Gaussian daĵēlēm gºsterip gºstermediĵine baĵlē olarak Pearson ya da 

Spearman korelasyon testi ger­ekleĸtirilmiĸtir. Ķkili korelasyon analizlerinde ise lineer 

regresyon eĵrisi ­izilerek, iliĸki d¿zeyleri daha ayrēntēlē olarak incelenmiĸtir.  
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4. BULGULAR  

4.1. 4T1 Hücreleri Tarafēndan Salgēlanan Faktörlerin ( Koĸullandērēlmēĸ Ortam, 

Conditioned Medium, CM) Splenosit Canlēlēĵē Üzerindeki Etkisi  

       Saĵlēklē BALB/C fareden (yºntem 3.3.) elde edilen splenositler (yºntem 3.4.) tek 

baĸēna veya 4T1 CM varlēĵēnda 8, 16 ve 24 g¿n s¿reyle k¿lt¿re edilmiĸtir. BCA analiz 

sonucuna gºre 137ug ve 20ug 4T1 CM kullanēlmēĸtēr. 

       Ķlk deney grubunda yapēlan PI, CD4 ve CD8 monoklonal antikor canlēlēk 

boyamasēnēn T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 8. G¿n total canlēlēk sonu­larē. Ķlk 

deney grubunda ger­ekleĸtirilen PI, CD4 ve CD8 monoklonal antikorlarē ile yapēlan 

canlēlēk boyamasēnda (ĸekil 20), T lenfosit kapēsē temel alēnarak yapēlan analizlerde, 

total h¿cre canlēlēĵē a­ēsēndan gruplar arasēnda anlamlē bir fark gºzlenmemiĸtir.  

 
ķekil 20. 6ï8 haftalēk saĵlēklē BALB/c farelerinden elde edilen splenositler, anti-fare-CD3 antikoru 

varlēĵēnda veya kontrol koĸullarēnda 8, 16 ya da 24 g¿n s¿reyle k¿lt¿re edilmiĸtir. K¿lt¿r s¿resi sonunda 

h¿crelerin canlēlēk durumunun belirlenmesine yºnelik uygulanan flowsitometri temelli kapēlama 

stratejisi. 

 

       Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit 

kültürlerinden t¿m gruplarda h¿cre canlēlēk oranlarēnēn %80 ve ¿zerinde olduĵu 

saptanmēĸtēr. T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 16. G¿n total canlēlēk sonu­larē. 

Toplam h¿cre canlēlēĵē a­ēsēndan gruplar arasēnda anlamlē bir fark olmadēĵē; t¿m 

gruplarda canlēlēk oranlarēnēn %80ôin ¿zerinde seyrettiĵi gºzlemlenmiĸtir. Ancak 

+CD3 20CM Õg grubunda toplam canlēlēk d¿zeyi %75 olarak belirlenmiĸ ve diĵer 

gruplara kēyasla hafif bir d¿ĸ¿ĸ gºstermiĸtir. 

       T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 24. G¿n total canlēlēk sonu­larē. Toplam 

h¿cre canlēlēĵē a­ēsēndan gruplar arasēnda belirgin farklēlēklar gºzlemlenmiĸtir. +CD3 

137CM Õg grubunda canlēlēk oranē %58, +CD3 20CM Õg grubunda ise %30 olarak 

belirlenmiĸ olup, bu iki grup diĵerlerine kēyasla anlamlē derecede d¿ĸ¿k canlēlēk 

gºstermektedir. Diĵer gruplarda ise canlēlēk oranlarēnēn %85 ve ¿zerinde olduĵu tespit 

edilmiĸtir (ĸekil 21). 
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ķekil 21. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8, 16 ve 24 g¿n uzun s¿re k¿lt¿r total canlēlēk sonucu. 8, 16 ve 24 gün uzun süre kültür sonrasēnda T 

h¿crelerin canlēlēk oranēna bakmak i­in ĸekil 19 gºsterildiĵi kapēlama stratejisi kullanēlarak PI, CD4+ 

ve CD8+ monoklonal fare antikorlarē boyanmēĸtēr.  +CD3 137ug CM, +CD3 20ug CM, -CD3 137ug 

CM, -CD3 20ug CM deney gruplarē (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ, +CD3; CD3 uyarēmē yapēlmēĸ). 

 

       Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit 

kültürlerinden T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 8. G¿n CD4+ T h¿cre canlēlēk 

sonu­larē. 

Alt pop¿lasyonlar incelendiĵinde, CD4+ T h¿creleri i­erisinde -CD3 137CM µg 

grubunda canlēlēk oranē yaklaĸēk %70 iken, diĵer gruplarda bu oran %80ôin 

üzerindedir. CD4+ alt popülasyonu, lenfosit hücreler i­erisinden CD4  ve CD8  Alt 

pop¿lasyonlarēnēn canlēlēk analizi ise +CD3 20CM Õg grubunda canlēlēk oranē %80ôin 

¿zerinde seyretmekte; diĵer gruplarda ise yaklaĸēk %60 d¿zeyinde kalmaktadēr. 

       T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 16. G¿n CD4+ T h¿cre canlēlēk sonu­larē. 

Alt pop¿lasyon d¿zeyinde incelendiĵinde, CD4+ h¿crelerin t¿m gruplarda %80 ve 

¿zeri canlēlēk oranēna sahip olduĵu saptanmēĸtēr. Lenfosit hücreler i­erisinden CD4  

ve CD8  alt pop¿lasyonlarēnēn oranlarē deĵerlendirildiĵinde; +CD3 137CM Õg 

grubunda %25, +CD3 20CM µg grubunda %50, -CD3 137CM µg grubunda %28 ve -

CD3 20CM Õg grubunda ise %50 oranēnda canlē h¿cre bulunduĵu gºr¿lmektedir. 

       T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 24. G¿n CD4+ T h¿cre canlēlēk sonu­larē. 

Alt pop¿lasyon d¿zeyinde yapēlan analizlerde, CD4+ h¿cre alt grubunda +CD3 

137CM Õg grubunun %55 canlēlēk gºsterdiĵi, +CD3 20CM Õg grubunda ise canlē 

h¿cre tespit edilmediĵi (canlēlēk %0) gºr¿lm¿ĸt¿r. Diĵer iki grupta CD4+ h¿cre 

canlēlēĵē %85 ve ¿zerinde seyretmiĸ ve aralarēnda belirgin bir fark gºzlenmemiĸtir. 

CD4+ alt popülasyon, lenfosit hücreler i­erisinden CD4  ve CD8  alt pop¿lasyonlarē 

incelendiĵinde; +CD3 137CM µg grubunda %28, +CD3 20CM µg grubunda %0, -

CD3 137CM µg grubunda %60 ve -CD3 20CM µg grubunda %75 oranēnda canlēlēk 

elde edilmiĸtir (ĸekil 22). 
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       Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit 

kültürlerinden T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 8. G¿n CD8+ T h¿cre canlēlēk 

sonu­larē. 

Alt pop¿lasyonlar incelendiĵinde, CD8+ alt pop¿lasyonunda ise +CD3 137CM Õg 

grubunda canlēlēk oranē %65, +CD3 20CM Õg grubunda %20 ve diĵer iki grupta 

yaklaĸēk %80 olarak belirlenmiĸtir. Ancak lenfosit hücreler i­erisinden CD4  ve CD8  

alt pop¿lasyonlarē incelendiĵinde hi­bir grupta %20ônin ¿zerinde bir canlēlēk oranē 

gºzlenmemiĸtir. 

       T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 16. G¿n CD8+ T h¿cre canlēlēk sonu­larē. 

CD8+ h¿cre pop¿lasyonu incelendiĵinde; +CD3 137CM Õg grubunda %50, +CD3 

20CM µg grubunda %2, -CD3 137CM µg grubunda %63 ve -CD3 20CM µg grubunda 

%70 oranēnda canlēlēk saptanmēĸtēr. Ancak bu deĵerler lenfosit hücreler içerisinden 

CD4  ve CD8  alt pop¿lasyonlarē incelendiĵinde, hi­bir grupta CD8+ h¿cre canlēlēk 

oranēnēn %7ônin ¿zerine ­ēkmadēĵē belirlenmiĸtir. 

       T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 24. G¿n CD8+ T h¿cre canlēlēk sonu­larē. 

CD8+ h¿cre alt pop¿lasyonunda ise +CD3 137CM Õg grubunda %8 oranēnda canlēlēk 

saptanērken, +CD3 20CM Õg grubunda canlē h¿cre tespit edilmemiĸtir (%0). Diĵer 

gruplarda ise canlēlēk oranlarē %85 ve ¿zerindedir. Lenfosit hücreler i­erisinden CD8  

alt popülasyonu incelendiĵinde, hi­bir grupta %7ônin ¿zerinde bir canlēlēk oranē 

gºzlenmemiĸtir (ĸekil 22). 

 



48 

 

 
ķekil 22. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8, 16 ve 24 gün uzun süre kültür CD4+ ve CD8+ T h¿cre canlēlēk sonucu. 8, 16 ve 24 gün uzun süre 

kültür sonrasēnda T h¿crelerin canlēlēk oranēna bakmak i­in ĸekil 19 gºsterildiĵi kapēlama stratejisi 

kullanēlarak PI, CD4+ ve CD8+ monoklonal fare antikorlarē boyanmēĸtēr.  +CD3 137ug CM, +CD3 

20ug CM, -CD3 137ug CM, -CD3 20ug CM deney gruplarē (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ, +CD3; 

CD3 uyarēmē yapēlmēĸ). 

 

       Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit 

kültürlerinden  PI, CD4 ve CD8 monoklonal antikor canlēlēk boyamasēnēn T lenfosit 

kapēsēna gºre flow sitometri 8-16-24 G¿n canlēlēk karĸēlaĸtērma sonu­larē 8., 16. ve 24. 

g¿nlerde ger­ekleĸtirilen PI, CD4 ve CD8 monoklonal antikorlarē ile yapēlan canlēlēk 

boyamalarē sonucunda; T lenfosit kapēsē temel alēnarak yapēlan analizlerde total h¿cre 
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canlēlēĵēnēn 8. ve 16. g¿nlerde t¿m gruplarda %80ôin ¿zerinde olduĵu, ancak 24. g¿nde 

ºzellikle +CD3 137CM Õg (%58) ve +CD3 20CM Õg (%30) gruplarēnda anlamlē d¿ĸ¿ĸ 

gºsterdiĵi tespit edilmiĸtir. 

Alt pop¿lasyon analizlerinde, CD4  h¿cre canlēlēĵē baĸlangē­ta y¿ksek seyretmesine 

raĵmen, 24. g¿nde +CD3 20CM Õg grubunda canlē h¿cre tespit edilememiĸtir. +CD3 

137CM Õg grubunda ise CD4  canlēlēk oranē %37ôe d¿ĸm¿ĸ; buna karĸēn -CD3 

gruplarēnda canlēlēk %85ôin ¿zerinde korunmuĸtur. Lenfosit hücreler i­erisinden CD4  

ve CD8  alt pop¿lasyonlarē incelendiĵinde de benzer ĸekilde +CD3 uyarēlē gruplarda 

d¿ĸ¿ĸ gºzlenmiĸtir. 

       CD8  h¿cre alt k¿mesinde ise +CD3 137CM Õg ve +CD3 20CM Õg gruplarēnda 

canlēlēk oranlarē 8. g¿nden itibaren d¿ĸ¿k seyretmiĸ ve 24. g¿nde %8 ile %0 arasēnda 

kalmēĸtēr. Lenfosit hücreler i­erisinden CD4  ve CD8  alt pop¿lasyonlarē 

incelendiĵinde bu alt pop¿lasyonun t¿m gruplarda %7ônin altēnda olduĵu gºr¿lm¿ĸt¿r. 

       Elde edilen veriler, CD3 uyarēsēnēn ºzellikle 24. g¿n itibariyle hem CD4  hem de 

CD8  T h¿cre alt pop¿lasyonlarēnda canlēlēkta belirgin azalmaya neden olduĵunu ve 

muhtemelen stim¿lasyon sonrasē t¿kenme veya apoptoz mekanizmalarēnēn etkili 

olabileceĵini d¿ĸündürmektedir (ĸekil 23).  
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ķekil 23. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8, 16 ve 24 g¿n uzun s¿re k¿lt¿r karĸēlaĸtērma canlēlēk ve lenfosit h¿creler i­erisinden CD4  ve CD8  

alt pop¿lasyonlarē incelendiĵinde canlēlēk sonucu. 8, 16 ve 24 gün uzun süre kültür sonrasēnda T 

h¿crelerin canlēlēk oranēna bakmak i­in ĸekil 19 gºsterildiĵi kapēlama stratejisi kullanēlarak PI, CD4+ 

ve CD8+ monoklonal fare antikorlarē boyanmēĸtēr.  +CD3 137ug CM, +CD3 20ug CM, -CD3 137ug 

CM, -CD3 20ug CM deney gruplarē (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ, +CD3; CD3 uyarēmē yapēlmēĸ). 

 

       Elde edilen bulgular doĵrultusunda deneysel tasarēm, tamamē -CD3 koĸulunda 

olacak ĸekilde beĸ gruba ayrēlarak bunda temiz kafeste tutulan saĵlēklē BALBC/L fare 

ile tekrarlanmēĸtēr: 137 Õg CM, 137 Õg CM + 10 ng CCL5, 20 Õg CM, 20 Õg CM + 

10 ng CCL5 ve yalnēzca 10 ng CCL5 uygulanan gruplar. 

       Deney seti tekrar edildiĵinde elde edilen bulgular deĵerlendirildiĵinde, total h¿cre 

canlēlēĵē a­ēsēndan 137 Õg CM uygulanan grupta canlēlēk oranē %60 olarak 

belirlenmiĸken, 137 Õg CM + 10 ng CCL5 grubunda %80; diĵer gruplarda ise %90ôēn 

¿zerinde canlēlēk tespit edilmiĸtir. CD4+ T h¿crelerinin canlēlēĵē a­ēsēndan 

bakēldēĵēnda, 137 Õg CM ve 137 Õg CM + 10 ng CCL5 gruplarēnda canlēlēk oranē 
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yaklaĸēk %60, yalnēzca CCL5 uygulanan grupta %75 ve diĵer gruplarda %90ôēn 

¿zerinde seyretmiĸtir. Lenfosit hücreler i­erisinden CD4  ve CD8  alt 

pop¿lasyonlarēnēn canlēlēk analizi 137 µg CM grubunda %20, 137 µg CM + 10 ng 

CCL5 grubunda %25, yalnēzca CCL5 grubunda %23 ve diĵer gruplarda %50ônin 

¿zerinde bulunmuĸtur. CD8+ T h¿creleri deĵerlendirildiĵinde, yalnēzca CCL5 

uygulanan grupta %60 oranēnda canlēlēk gºzlemlenirken, diĵer t¿m gruplarda bu oran 

%80 düzeyindedir. Ancak lenfosit hücreler i­erisinden CD8  alt popülasyonu 

incelendiĵinde canlēlēk oranlarē t¿m gruplarda %15ôin altēnda kalmēĸtēr (ķekil 24). 

 
ķekil 24. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8. g¿n sonunda splenik T h¿cre canlēlēk sonu­larē. (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ) -CD3 137ug CM, 

-CD3 137ug CM + 10ng CCL5, -CD3 20ug CM, -CD3 20ug CM + 10ng CCL5, sadece -CD3 10ng 

CCL5 deney gruplarē.  
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4.2. 4T1 CM ile Uzun Dönem Kültür  Edilen Splenositlerin CD4+ veya CD8+ 

Hafēza T Hücre Farklēlēklarēnēn Deĵerlendirilmesi  

 

       Temiz kafes ortamēna maruz bērakēlmēĸ BALB/c farelerden elde edilen splenosit 

kültürlerinde, CD3, CD4, CD8, CD44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3 ve 

KLRG-1 y¿zey belirte­lerine yºnelik yapēlan monoklonal antikor boyamalarē, T 

lenfosit kapēsēna gºre 8. g¿n flow sitometri analizleriyle deĵerlendirilmiĸtir. Dºrt 

farklē deney grubu (+CD3 137 Õg CM, -CD3 137 µg CM, +CD3 20 µg CM ve -CD3 

20 Õg CM) karĸēlaĸtērēldēĵēnda, genel CD4  hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarē a­ēsēndan 

gruplar arasēnda istatistiksel olarak anlamlē bir fark saptanmamēĸtēr. CD4  hafēza 

h¿crelerinin toplam ekspresyon d¿zeyi t¿m gruplarda ortalama %98 oranēnda 

seyretmiĸtir. 

       CD4  TRM (tissue-resident memory) alt pop¿lasyonu deĵerlendirildiĵinde, en 

­ok TRM (TRM 1, 2, 3) dºn¿ĸ¿m¿n +CD3 20 µg CM grubunda olduĵu diĵer 

koĸullarda ise TRM 2 ve TRM 3 gruplar arasēnda belirgin bir farklēlēk izlenmemiĸ ama 

TRM 1 alt grubu bakēmēndan -CD3 137 µg CM grubunda %10 ¿zerinde olduĵu 

gºr¿lm¿ĸt¿r. 

       CD4  TCM (central memory T cells) alt pop¿lasyonu a­ēsēndan yapēlan 

analizlerde, yalnēzca 137 Õg CM grublarēnda CD4  TCM h¿crelerine dºn¿ĸ¿m oranē 

%2-6 seviyesinde kalērken, diĵer gruplarda %10ï14 aralēĵēnda ekspresyon oranlarē 

elde edilmiĸtir. Bu bulgu, TCM 1 h¿crelerinin ºzellikle d¿ĸ¿k doz CM 

uygulamalarēnda daha y¿ksek oranlarda ortaya ­ēktēĵēnē gºstermektedir. 

       CD4  TEM (effector memory T cells) alt pop¿lasyonu a­ēsēndan CD3 uyarēmē 

almayan koĸullarda ve y¿ksek doz CM kullanēmē veya CCL5 rekombinant kullanēmē 

CD4+ TEM 1 dºn¿ĸ¿m¿n¿ olumlu yºnde artērmēĸtēr. 

       Sonu­ olarak, genel hafēza T h¿cre belirte­leri a­ēsēndan deney gruplarē arasēnda 

anlamlē farklēlēklar saptanmamēĸ olsa da, alt pop¿lasyon d¿zeyindeki daĵēlēmlar doz 

ve CD3 varlēĵēna baĵlē olarak deĵiĸkenlik gºstermektedir. Bu veriler, d¿ĸ¿k doz 

CM'nin özellikle TRM 1 ve TCM 1 h¿crelerinin farklēlaĸmasēnē destekleyebileceĵini, 

yüksek doz CM'nin veya CCL5 kullanēmēnēn ise TEM 1 h¿creleri lehine bir yanēt 

oluĸturabileceĵini d¿ĸ¿nd¿rmektedir (ķekil 25). 
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ķekil 25. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8 gün uzun süre kültür fenotip sonucu.  8 ve 16 gün uzun süre kültür sonrasēnda T h¿crelerin canlēlēk 

oranēna bakmak i­in ĸekil 27 gºsterildiĵi kapēlama stratejisi kullanēlarak CD3, CD4, CD8, CD44, 

CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3, KLRG-1 monoklonal fare antikorlarē boyanmēĸtēr.  +CD3 

137ug CM, -CD3 137ug CM, -CD3 137ug CM + 10ng CCL5, +CD3 20ug CM, -CD3 20ug CM, -CD3 

20ug CM + 10ng CCL5, sadece -CD3 10ng CCL5 deney gruplarē. (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ, 

+CD3; CD3 uyarēmē yapēlmēĸ). 
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       Genel CD8  hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarē a­ēsēndan yapēlan deĵerlendirmede, 

gruplar arasēnda anlamlē bir farklēlēk gºzlenmemiĸ olup, toplam CD8  hafēza T 

h¿crelerinin ortalama ekspresyon oranē %98 d¿zeyinde bulunmuĸtur. CD8  TRM 1 

pop¿lasyonu incelendiĵinde, -CD3 137 µg CM ve -CD3 137 µg CM + 10 ng CCL5 

gruplarēnda bu h¿crelere dºn¿ĸ¿m oranē %2-4 seviyesinde saptanmēĸtēr. -CD3 20 µg 

CM ve -CD3 20 Õg CM + 10 ng CCL5 gruplarēnda bu oran %2-3iken, yalnēzca 10 ng 

CCL5 uygulanan grupta CD8  TRM 1 hücrelerine dºn¿ĸ¿m oranē %3-4 olarak 

belirlenmiĸtir. CD8  TCM 1 deĵerlendirildiĵinde, -CD3 137 µg CM + 10 ng CCL5 

grubunda CD8  TCM h¿crelerine dºn¿ĸ¿m oranē %10 olarak tespit edilmiĸ, diĵer 

gruplar arasēnda anlamlē bir farklēlēk gºzlemlenmemiĸtir. Bu alt pop¿lasyona ait genel 

ekspresyon oranē ise %1-4 aralēĵēnda bulunmuĸtur. CD8  TEM 1 incelendiĵinde, -CD3 

137 µg CM grubunda %2, -CD3 137 µg CM + 10 ng CCL5 grubunda %6, -CD3 20 

µg CM grubunda %2,5, -CD3 20 µg CM + 10 ng CCL5 grubunda %2 ve 10 ng CCL5 

grubunda %6 oranēnda ekspresyon tespit edilmiĸtir (ķekil 26). 
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ķekil 26. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8. g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD8+ hafēza T h¿crelerinin hafēza fenotip sonu­larē.  -CD3 137ug CM, -

CD3 137ug CM + 10ng CCL5, -CD3 20ug CM, -CD3 20ug CM + 10ng CCL5, sadece -CD3 10ng 

CCL5 deney gruplarē. 
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       Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit 

kültürlerinden CD3, CD4, CD8, CD44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3, 

KLRG-1 monoklonal antikor boyamasēnēn T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 16. 

G¿n fenotip sonu­larē. Dºrt farklē deney grubu (+CD3 137 Õg CM, -CD3 137 µg CM, 

+CD3 20 µg CM ve -CD3 20 Õg CM) karĸēlaĸtērēldēĵēnda, genel hafēza belirteçleri 

a­ēsēndan gruplar arasēnda anlamlē bir fark gºzlemlenmemiĸtir. Ancak alt hafēza 

pop¿lasyonlarē deĵerlendirildiĵinde; TRM 1 (tissue-resident memory) hücreleri, en 

y¿ksek oranda +CD3 20 Õg CM grubunda elde edilmiĸtir. TCM 1 (central memory T 

cells) hücrelerinin ise +CD3 20 µg CM ve -CD3 20 Õg CM gruplarēnda daha y¿ksek 

oranlarda bulunduĵu gºr¿lm¿ĸt¿r. TEM 1 (effector memory T cells) hücreleri 

a­ēsēndan ise 137 Õg CM ve -CD3 137 Õg CM gruplarē diĵer gruplara kēyasla daha 

fazla h¿cre oranē gºstermiĸtir (ķekil 27). 
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ķekil 27. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

16 gün uzun süre kültür fenotip sonucu. 8 ve 16 gün uzun süre kültür sonrasēnda T h¿crelerin canlēlēk 

oranēna bakmak i­in ĸekil 27 gºsterildiĵi kapēlama stratejisi kullanēlarak CD3, CD4, CD8, CD44, 

CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3, KLRG-1 monoklonal fare antikorlarē boyanmēĸtēr.  +CD3 

137ug CM, -CD3 137ug CM, -CD3 137ug CM + 10ng CCL5, +CD3 20ug CM, -CD3 20ug CM, -CD3 

20ug CM + 10ng CCL5, sadece -CD3 10ng CCL5 deney gruplarē. (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ, 

+CD3; CD3 uyarēmē yapēlmēĸ). 
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       Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit 

kültürlerinden CD3, CD4, CD8, CD44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3, 

KLRG-1 monoklonal antikor boyamasēnēn T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 

8.G¿n ve 16. G¿n karĸēlaĸtērma fenotip sonu­larē. Gruplar kendi i­erisinde g¿nlere 

gºre karĸēlaĸtērēldēĵēnda, -CD3 20 µg CM koĸulunda CD4  T h¿crelerinin 16. g¿nde 8. 

g¿ne kēyasla daha y¿ksek d¿zeyde ekspresyon gºsterdiĵi belirlenmiĸtir. Diĵer t¿m 

koĸullarda ise CD4  T h¿crelerinin 8. g¿ndeki ekspresyon d¿zeyi 16. g¿ne gºre daha 

y¿ksek bulunmuĸtur. CD4  TRM 1 alt pop¿lasyonu deĵerlendirildiĵinde, +CD3 137 

µg CM koĸulunda 16. g¿nde 8. g¿ne kēyasla daha y¿ksek oranda TRM h¿cresi elde 

edilirken, diĵer koĸullarda 8. g¿ndeki CD4  TRM 1 oranlarēnēn 16. g¿ne gºre daha 

y¿ksek olduĵu gºzlemlenmiĸtir. 

 

4.3. TRM, TCM, TEM CD4+ Hafēza T h¿cre ve TRM, TCM, TEM CD8+ Hafēza 

T Hücrelerin Tümör Öldürme Kapasitesinin Belirlenmesi 

       Ķmm¿nfenot plend rme sonucu 4T1 CM kaynaklē faktºrler le ĸek llenen hafēza T 

h¿creler karakter ze ed lm ĸt r (yºntem 3.7.)  Bel rlenen bu h¿creler n 4T1 h¿creler n  

ºld¿rme kapas teler  doĵrulamak ­ n deneyler kurgulanmēĸtēr. Bu kapsamda lk olarak 

bel rlenen h¿creler FACS le saflaĸtērēlmēĸtēr (ķek l 28, 29, 30).  

 
ķekil 28. Splenosit k¿lt¿rlerinden 8. ve 16. g¿n sonunda toplanan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿crelerin 

FACS öncesi fenotipleri.  
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ķekil 29. Splenosit kültürlerinden 8. ve 16. gün sonunda toplanan CD4+ hafēza T h¿crelerin FACS 

sonrasē saflēk y¿zdeleri (Post-sort) 
 

 
ķekil 30. Splenosit k¿lt¿rlerinden 8. ve 16. g¿n sonunda toplanan CD8+ hafēza T h¿crelerin FACS 

sonrasē saflēk y¿zdeleri (Post-sort) 

 

       Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit 

kültürlerinden 8 g¿n boyunca farklē koĸullarda elde edilen hafēza T h¿cre alt 

pop¿lasyonlarēnēn 4T1 t¿mºr h¿creleriyle ko-kültür deneyleri sonucunda elde edilen 

veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: 
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       +CD3 137 µg CM koĸulundan saflaĸtērēlan hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarē 

deĵerlendirildiĵinde; CD4  TRM 1 h¿crelerinin 4T1 h¿crelerini ºld¿remediĵi, aksine 

t¿mºr h¿crelerinin saĵ kalēmēnē artērdēĵē gºzlemlenmiĸtir. Buna karĸēn, hem CD4  

TCM 1 hem de CD4  TEM 1 h¿crelerinin 4T1 h¿crelerini anlamlē d¿zeyde ºld¿rd¿ĵ¿ 

tespit edilmiĸtir. CD8  hafēza (CD8+ M) h¿crelerinin ise 4T1 h¿crelerinin saĵ 

kalēmēnda anlamlē bir deĵiĸiklik oluĸturmadēĵē belirlenmiĸtir. 

       -CD3 137 µg CM koĸulundan elde edilen h¿creler incelendiĵinde; CD4  TRM 

h¿crelerinin 4T1 h¿crelerini anlamlē d¿zeyde ºld¿rd¿ĵ¿; CD4  TCM h¿crelerinin ise 

t¿mºr h¿crelerinin saĵ kalēmē ¿zerinde anlamlē bir etkisinin olmadēĵē belirlenmiĸtir. 

CD4  TEM ve CD8 hafēza h¿crelerinin ise 4T1 h¿crelerini ºld¿remediĵi, aksine saĵ 

kalēmē artērdēĵē gºzlemlenmiĸtir. 

       +CD3 20 µg CM koĸulundan saflaĸtērēlan h¿creler deĵerlendirildiĵinde; CD4  

TRM h¿crelerinin 4T1 h¿crelerini ºld¿remediĵi ve saĵ kalēmē artērdēĵē, CD4  TCM 

h¿crelerinin ise t¿mºr h¿crelerinin saĵ kalēmē ¿zerinde anlamlē bir etkisinin olmadēĵē 

saptanmēĸtēr. CD4  TEM h¿crelerinin ise 4T1 h¿crelerini anlamlē d¿zeyde ºld¿rd¿ĵ¿ 

gºzlemlenmiĸtir. CD8  hafēza h¿crelerinin t¿mºr h¿crelerinin saĵ kalēmēna etkisi 

olmadēĵē belirlenmiĸtir. 

       -CD3 20 µg CM koĸulundan saflaĸtērēlan pop¿lasyonlarda ise; CD4  TRM 1, 

CD4  TEM 1 ve CD8  hafēza h¿crelerinin 4T1 h¿crelerinin saĵ kalēmē ¿zerinde 

anlamlē bir etkisi olmadēĵē; buna karĸēn CD4  TCM 1 hücrelerinin 4T1 hücrelerini 

anlamlē d¿zeyde ºld¿rd¿ĵ¿ tespit edilmiĸtir (ķekil 31). 
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ķekil 31. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

splenosit k¿lt¿rlerinden 8. g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile 

ger­ekleĸtirilen 4T1 ko-kültürleri sonucunda tümör hücrelerinin ölüm yüzdesi (flow sitometri) ve faz-

kontrast (EVOS) görüntüleri. +CD3 137ug CM, +CD3 20ug CM, -CD3 137ug CM, -CD3 20ug CM 

deney gruplarē (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ, +CD3; CD3 uyarēmē yapēlmēĸ) (n:3) Two-Way 

ANOVA testi (Bonferroniôs post hoc testi ile birlikte), Mann-Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** 

p<0.001).  

 

 

     Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit 

kültürlerinden 16 g¿n boyunca farklē koĸullarda elde edilen hafēza T h¿cre alt 

pop¿lasyonlarēnēn 4T1 t¿mºr h¿creleriyle ko-kültür deneyleri sonucunda elde edilen 

veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: Hi­bir koĸulda anlamlē bir fark gºr¿lmemiĸtir (ķekil 32). 
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ķekil 32. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

splenosit k¿lt¿rlerinden 16. g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile 

ger­ekleĸtirilen 4T1 ko-kültürleri sonucunda tümör hücrelerinin ölüm yüzdesi (flow sitometri). +CD3 

137ug CM, +CD3 20ug CM, -CD3 137ug CM, -CD3 20ug CM deney gruplarē (n:3) Two-Way ANOVA 

testi (Bonferroniôs post hoc testi ile birlikte), Mann-Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001). 

 

     Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit 

kültürlerinden 8 ve 16 g¿n boyunca farklē koĸullarda elde edilen hafēza T h¿cre alt 

pop¿lasyonlarēnēn 4T1 t¿mºr h¿creleriyle ko-kültür deneyleri sonucunda elde edilen 

veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir:  

+CD3 137 Õg CM koĸulundan saflaĸtērēlan hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarē 

deĵerlendirildiĵinde; 

       16. g¿n elde edilen CD4  TRM 1 h¿crelerinin, 8. g¿ne kēyasla 4T1 h¿crelerini 

daha etkili bir ĸekilde ºld¿rebildiĵi gºzlemlenmiĸtir. ¥te yandan, 8. g¿n elde edilen 

CD4  TCM 1 h¿crelerinin, 16. g¿ne kēyasla daha y¿ksek sitotoksik aktivite sergilediĵi 

gºr¿lm¿ĸt¿r. CD4  TEM 1 ve CD8 M h¿creleri a­ēsēndan g¿nler arasēnda anlamlē bir 

fark tespit edilmemiĸtir. 

       -CD3 137 Õg CM koĸulundan elde edilen h¿creler incelendiĵinde; 

8. g¿n CD4  TRM 1 h¿crelerinin, 16. g¿ne kēyasla 4T1 h¿crelerini anlamlē d¿zeyde 

daha fazla ºld¿rebildiĵi belirlenmiĸtir. CD4  TCM 1 h¿crelerinde g¿nler arasē anlamlē 

bir fark gºzlenmezken, 16. g¿n CD4  TEM 1 ve CD8 M h¿crelerinin, 8. g¿ne kēyasla 

daha y¿ksek sitotoksik etki gºsterdiĵi saptanmēĸtēr. 

       +CD3 20 µg CM koĸulundan saflaĸtērēlan h¿creler deĵerlendirildiĵinde; 

16. g¿n elde edilen CD4  TRM 1 ve CD4  TCM 1 h¿crelerinin, 8. g¿ne kēyasla 4T1 

h¿crelerini daha fazla ºld¿rebildiĵi gºr¿lm¿ĸt¿r. Buna karĸēlēk, 8. g¿n CD4  TEM 1 

hücrelerinin, 16. g¿ne kēyasla daha fazla sitotoksik etki gºsterdiĵi belirlenmiĸtir. 
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CD8 M h¿creleri a­ēsēndan ise 16. g¿n elde edilen h¿crelerin, 8. g¿ne kēyasla daha 

etkili olduĵu tespit edilmiĸtir. 

       -CD3 20 Õg CM koĸulundan elde edilen hücrelerde; 

CD4  TRM 1 h¿creleri a­ēsēndan g¿nler arasēnda anlamlē bir fark gºzlenmemiĸtir. 

Ancak, 8. g¿n CD4  TCM 1 h¿crelerinin, 16. g¿ne kēyasla daha y¿ksek sitotoksik etki 

gºsterdiĵi, 16. g¿n CD4  TEM 1 ve CD8 M h¿crelerinin ise 8. g¿ne gºre 4T1 

h¿crelerine karĸē daha etkili olduĵu belirlenmiĸtir (ķekil 33). 

 

 

 
ķekil 33. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

splenosit k¿lt¿rlerinden 8. veya 16. g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile 

ger­ekleĸtirilen 4T1 ko-kültürleri sonucunda tümör hücrelerinin only 4T1 h¿crelerinden oluĸan kontrol 

grubu %100 kabul edilerek diĵer gruplar bu referansa gºre ölüm yüzdesi (flow sitometri). (only 4T1 

ºl¿m y¿zdesi=100 kabul edilerek, artēĸ veya azalēĸ karĸēlaĸtērmalē deĵerlendirilmiĸtir). +CD3 137ug 

CM, +CD3 20ug CM, -CD3 137ug CM, -CD3 20ug CM deney gruplarē. (n:3) Two-Way ANOVA testi 

(Bonferroniôs post hoc testi ile birlikte), Mann-Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001). 

 

    Tekrarlanan temiz kafes grubu 8 g¿n boyunca farklē koĸullarda elde edilen hafēza T 

h¿cre alt pop¿lasyonlarēnēn 4T1 t¿mºr h¿creleriyle 3. g¿nl¿k ko-kültür deneyleri 

sonucunda elde edilen veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: 

       -CD3 10ngCCL5 koĸulundan saflaĸtērēlan h¿creler deĵerlendirildiĵinde; yalnēzca 

CD4  TCM 1 h¿crelerinin 4T1 h¿crelerinin canlēlēĵēnē baskēladēĵē, diĵer hafēza T 
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h¿cre alt pop¿lasyonlarēnēn ise 4T1 h¿creleri ¿zerinde anlamlē bir etkisinin olmadēĵē 

gºzlemlenmiĸtir. Diĵer deney koĸullarēnda ve bu koĸullarda saflaĸtērēlan t¿m h¿cre alt 

pop¿lasyonlarēnda da 4T1 h¿creleri ¿zerinde istatistiksel olarak anlamlē bir etki tespit 

edilmemiĸtir (ķekil 34). 

 

 
ķekil 34.  Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8.g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile ger­ekleĸtirilen ve 3 g¿n 4T1 ile 

ko-kültürleri (saflaĸtērēlan hafēza T h¿cresi:4T1, 8:1) ger­ekleĸtirilen hafēza T h¿crelerinin t¿mºr 

öldürme kapasitesi sonucu. -CD3 137ug CM + 10ng CCL5, -CD3 20ug CM, -CD3 20ug CM + 10ng 

CCL5, sadece -CD3 10ng CCL5 deney gruplarē. (n:3) Two-Way ANOVA testi (Bonferroniôs post hoc 

testi ile birlikte), Mann-Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001). 

 

       Tekrarlanan grubu 8 g¿n boyunca farklē koĸullarda elde edilen hafēza T h¿cre alt 

pop¿lasyonlarēnēn 4T1 t¿mºr h¿creleriyle 4. g¿nl¿k ko-kültür deneyleri sonucunda 

elde edilen veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: 
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       -CD3 137 Õg CM koĸulunda saflaĸtērēlan CD4  TRM 1 hücrelerinin 4T1 

h¿crelerini anlamlē d¿zeyde ºld¿rd¿ĵ¿, ancak diĵer hafēza T h¿cre alt 

pop¿lasyonlarēnēn 4T1 h¿creleri ¿zerinde anlamlē bir baskēlayēcē etki gºstermediĵi 

tespit edilmiĸtir. 

       -CD3 137 Õg CM + 10 ng CCL5 koĸulunda da benzer ĸekilde yalnēzca CD4  TRM 

1 h¿crelerinin 4T1 h¿crelerini anlamlē d¿zeyde ºld¿rd¿ĵ¿, diĵer h¿cre alt gruplarēnēn 

ise 4T1 h¿crelerinin saĵ kalēmēnē anlamlē ĸekilde etkilemediĵi gºzlemlenmiĸtir. 

       -CD3 20 Õg CM koĸulunda ise CD4  M h¿crelerinin 4T1 h¿crelerinin saĵ kalēmēnē 

anlamlē d¿zeyde artērdēĵē, diĵer alt pop¿lasyonlarēn ise anlamlē bir sitotoksik veya saĵ 

kalēmē artērēcē etki gºstermediĵi belirlenmiĸtir. 

       -CD3 20 Õg CM + 10 ng CCL5 grubunda CD4  TRM 1 hücrelerinin 4T1 

h¿crelerinin saĵ kalēmēnē anlamlē d¿zeyde artērdēĵē, buna karĸēn CD8  TEM 1 

h¿crelerinin ise 4T1 h¿crelerini anlamlē d¿zeyde ºld¿rd¿ĵ¿ saptanmēĸtēr. Diĵer h¿cre 

alt gruplarēnda anlamlē bir etki gºzlemlenmemiĸtir. 

       -CD3 10 ng CCL5 grubunda ise yalnēzca CD8  TRM 1 hücrelerinin 4T1 

h¿crelerini anlamlē d¿zeyde ºld¿rd¿ĵ¿; diĵer h¿cre alt pop¿lasyonlarēnēn anlamlē bir 

baskēlama veya saĵ kalēmē artērēcē etki gºstermediĵi belirlenmiĸtir (ķekil 35). 
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ķekil 35.  Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8.g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile ger­ekleĸtirilen ve 4 g¿n 4T1 ile 

ko-kültürleri (saflaĸtērēlan hafēza T h¿cresi:4T1, 8:1) ger­ekleĸtirilen hafēza T h¿crelerinin t¿mºr 

öldürme kapasitesi sonucu. -CD3 137ug CM + 10ng CCL5, -CD3 20ug CM, -CD3 20ug CM + 10ng 

CCL5, sadece -CD3 10ng CCL5 deney gruplarē. (n:3) Two-Way ANOVA testi (Bonferroniôs post hoc 

testi ile birlikte), Mann-Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001). 
 

4.4. Farklē Ortamlarda Yetiĸtirilen Saĵlēklē BALB/C Farelerdeki Tümör Aracēlē 

Splenik CD4+ veya CD8+ Hafēza T Hücre Dºn¿ĸ¿m¿ 

       Elde edilen sonu­lar doĵrultusunda, yeni deney gruplarē i­in en uygun koĸullarē 

saĵlayan grubun -CD3 137CM Õg uygulanan grup olduĵu belirlenmiĸtir. Bu bulguya 

dayanarak, steril olmayan kafes koĸullarēnda tutulan ve steril su ile yem t¿ketmeyen 

fareler ¿zerinde aynē deneysel protokol yeniden uygulanmēĸtēr. 

       Kirli kafes koĸullarēnda tutulan farelerin yer aldēĵē -CD3 137CM µg grubunda, 8. 

ve 16. g¿nlerde yapēlan analizlerde toplam h¿cre canlēlēĵē a­ēsēndan anlamlē bir fark 

gºzlemlenmemiĸ; her iki zaman noktasēnda da canlēlēk oranlarēnēn %80ôin ¿zerinde 

seyrettiĵi belirlenmiĸtir. 

       CD4  alt pop¿lasyon d¿zeyinde yapēlan deĵerlendirmelerde, 8. ve 16. g¿nler 

arasēnda canlēlēk oranlarēnda anlamlē bir deĵiĸiklik olmadēĵē ve bu alt pop¿lasyonun 

canlēlēk seviyesinin her iki g¿nde de %80ôin ¿zerinde olduĵu saptanmēĸtēr. lenfosit 

hücreler i­erisinden CD4  alt popülasyonu incelendiĵinde edilen oranlarē 

incelendiĵinde ise canlē h¿cre oranēnēn her iki g¿nde de yaklaĸēk %35 d¿zeyinde sabit 

kaldēĵē gºr¿lmektedir. 

       CD8  h¿cre alt pop¿lasyonunda ise 8. g¿nde canlēlēk oranē %50 olarak 

belirlenmiĸken, 16. g¿nde bu oran %20ôye d¿ĸm¿ĸt¿r. Ancak, lenfosit hücreler 

i­erisinden CD8  alt popülasyonu incelendiĵinde canlēlēk oranlarē 

deĵerlendirildiĵinde, her iki g¿nde de %4ô¿n altēnda kaldēĵē tespit edilmiĸtir (ķekil 

36). 
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ķekil 36. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8. veya 16. gün sonunda splenik T h¿cre canlēlēk sonu­larē. -CD3 137ug CM deney grubu. (-CD3; CD3 

uyarēmē yapēlmamēĸ) 

 

       Kirli kafes koĸullarēnda tutulan farelerin yer aldēĵē deney grubunda yapēlan CD3, 

CD4, CD8, CD44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3, KLRG-1 monoklonal 

antikor boyamasēnēn T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 8.G¿n fenotip sonu­larē.  

Hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarē arasēnda TCM 1 CD4 T h¿crelerinin diĵer hafēza T 

h¿crelerine gºre daha fazla dºn¿ĸt¿ĵ¿ gºr¿lmektedir (ķekil 37). 



69 

 

 

 
ķekil 37. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8. g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿crelerinin hafēza fenotip sonu­larē. -CD3 

137ug CM deney grubu. (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ) 
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       Kirli kafes koĸullarēnda tutulan farelerin yer aldēĵē deney grubunda yapēlan CD3, 

CD4, CD8, CD44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3, KLRG-1 monoklonal 

antikor boyamasēnēn T lenfosit kapēsēna gºre flow sitometri 16.G¿n fenotip sonu­larē.  

Hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarē arasēnda TEM 1 CD4 T h¿crelerinin diĵer hafēza T 

h¿crelerine gºre daha fazla dºn¿ĸt¿ĵ¿ gºr¿lmektedir (ķekil 38). 

 

 
ķekil 38. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

16. g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿crelerinin hafēza fenotip sonu­larē. -CD3 

137ug CM deney grubu. (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ) 
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       Kirli kafes deney grubu, -CD3 137ug CM koĸulun 8 g¿n sonrasē elde edilen T 

h¿crelerin hafēza T h¿cre gruplarēnēn saflaĸtērēldēktan sonra saflaĸtērēlan hafēza T alt 

pop¿lasyonlarē ile 4T1 h¿cre hattēnēn 3.g¿n ko-kültür deneyleri sonucunda elde edilen 

veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: 

Yalnēzca CD8M h¿crelerinin 4T1 h¿crelerinin canlēlēĵēnē baskēladēĵē, diĵer hafēza T 

h¿cre alt pop¿lasyonlarēnēn ise 4T1 h¿creleri ¿zerinde anlamlē bir etkisinin olmadēĵē 

gºzlemlenmiĸtir (ķekil 39). 

 

 
ķekil 39. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8. sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile ger­ekleĸtirilen ve 3 gün 4T1 ile ko-

kültürleri (saflaĸtērēlan hafēza T h¿cresi:4T1, 8:1) ger­ekleĸtirilen hafēza T h¿crelerinin t¿mºr ºld¿rme 

kapasitesi sonucu. (n:3) Two-Way ANOVA testi (Bonferroniôs post hoc testi ile birlikte), Mann-

Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001). 

 

       Kirli kafes deney grubu, -CD3 137ug CM koĸulun 8 g¿n sonrasē elde edilen T 

h¿crelerin hafēza T h¿cre gruplarēnēn saflaĸtērēldēktan sonra saflaĸtērēlan hafēza T alt 

pop¿lasyonlarē ile 4T1 h¿cre hattēnēn 4.g¿n ko-kültür deneyleri sonucunda elde edilen 

veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: 

CD4 TRM 1 ve CD4 TEM 1 h¿crelerinin 4T1 h¿crelerinin canlēlēĵēnē baskēladēĵē, 

diĵer hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarēnēn ise 4T1 h¿creleri ¿zerinde anlamlē bir 

etkisinin olmadēĵē gºzlemlenmiĸtir (ĸekil 40). 
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ķekil 40. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8. sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile ger­ekleĸtirilen ve 4 g¿n 4T1 ile ko-

kültürleri (saflaĸtērēlan hafēza T h¿cresi:4T1, 8:1) ger­ekleĸtirilen hafēza T h¿crelerinin t¿mºr ºld¿rme 

kapasitesi sonucu. (n:3) Two-Way ANOVA testi (Bonferroniôs post hoc testi ile birlikte), Mann-

Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001).  
 

       Kirli kafes deney grubu, -CD3 137ug CM koĸulun 16 g¿n sonrasē elde edilen T 

h¿crelerin hafēza T h¿cre gruplarēnēn saflaĸtērēldēktan sonra saflaĸtērēlan hafēza T alt 

pop¿lasyonlarē ile 4T1 h¿cre hattēnēn 3.g¿n ko-kültür deneyleri sonucunda elde edilen 

veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: 

       Hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarēnēn 4T1 h¿creleri ¿zerinde anlamlē bir etkisinin 

olmadēĵē gºzlemlenmiĸtir (ĸekil 41). 

 

 

 
ķekil 41. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

16. sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile ger­ekleĸtirilen ve 3 g¿n 4T1 ile ko-

kültürleri (saflaĸtērēlan hafēza T h¿cresi:4T1, 8:1) ger­ekleĸtirilen hafēza T h¿crelerinin t¿mºr ºld¿rme 
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kapasitesi sonucu (n:3) Two-Way ANOVA testi (Bonferroniôs post hoc testi ile birlikte), Mann-

Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001). 

 

       Kirli kafes deney grubu, -CD3 137ug CM koĸulun 16 g¿n sonrasē elde edilen T 

h¿crelerin hafēza T h¿cre gruplarēnēn saflaĸtērēldēktan sonra saflaĸtērēlan hafēza T alt 

pop¿lasyonlarē ile 4T1 h¿cre hattēnēn 4.g¿n ko-kültür deneyleri sonucunda elde edilen 

veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: 

       Hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarēnēn 4T1 h¿creleri ¿zerinde anlamlē bir etkisinin 

olmadēĵē gºzlemlenmiĸtir (ĸekil 42). 

 

 

 
ķekil 42. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

16. sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile ger­ekleĸtirilen ve 4 g¿n 4T1 ile ko-

kültürleri (saflaĸtērēlan hafēza T h¿cresi:4T1, 8:1) ger­ekleĸtirilen hafēza T h¿crelerinin t¿mºr ºld¿rme 

kapasitesi sonucu (n:3) Two-Way ANOVA testi (Bonferroniôs post hoc testi ile birlikte), Mann-

Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001). 

 

4.5. Tümör Aracēlē Hafēza T Hücre Oluĸumunda CCL5 Kemokinin Rolü  

       Burada tartēĸēlan ve araĸtērdēĵēmēz soru; ºncesinde farklē antijenlerle maruz kalma 

sonucu farklē kompartmanlardaki hafēza T h¿creler nasēl deĵiĸiyor? 

       Elde edilen sonu­lar doĵrultusunda, 4T1 h¿cre hattēnē CBA analizi yapēlmēĸtēr. 

CBA sonucunda en ­ok MFI deĵerine sahip CXCL1 ve CXCL5 olduĵu bulunmuĸtur 

137ug CM 4T1 i­erisinde CXCL1ôin MFI deĵeri 155,80. CXCL5ôin MFI deĵeri 64,78. 

CCL5ôin MFI deĵeri 29,09. 20ug CM 4T1 i­erisinde CXCL1ôin MFI deĵeri 22,74 

CXCL5ôin MFI deĵeri 9,4 CCL5ôin MFI deĵeri 4,2. (ķekil 43). 
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ķekil 43. CBA analiz sonu­larē.  
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       Elde edilen sonu­lar doĵrultusunda, CCL5 sadece rekombinantē kullanarak kirli 

kafes ¿zerinde deney planlanmēĸtēr. 

       +CCL5 -CD3, -CCL5 -CD3 ve -CCL5 +CD3 olmak ¿zere ¿­ farklē deneysel koĸul 

altēnda; dalak, kemik iliĵi, lenf nodu ve timus gibi ­eĸitli lenfoid organlardan izole 

edilen T h¿creleri ile deneyler ger­ekleĸtirilmiĸtir. Toplam h¿cre canlēlēĵē 

deĵerlendirildiĵinde, her ¿­ koĸulda da %60ôēn ¿zerinde canlēlēk oranlarē 

gºzlemlenmiĸtir. 

       CD4  T h¿cre alt pop¿lasyonu incelendiĵinde, +CCL5 -CD3 koĸulunda t¿m 

organlardan izole edilen h¿crelerin canlēlēk oranē %70ôin ¿zerinde bulunmuĸtur. 

Lenfosit hücreler i­erisinden CD4  ve CD8  alt pop¿lasyonlarē incelendiĵinde ise 

kemik iliĵi kaynaklē h¿crelerin %20, diĵer organ kaynaklē h¿crelerin ise %50ônin 

¿zerinde canlēlēk gºsterdiĵi saptanmēĸtēr. CD8  T h¿creleri a­ēsēndan 

deĵerlendirildiĵinde; +CCL5 -CD3 grubunda, dalak %15, kemik iliĵi %7, lenf nodu 

%40 ve timus %15 oranēnda canlēlēk gºstermiĸtir. Ancak lenfosit hücreler içerisinden 

CD8  alt popülasyonU incelendiĵinde, yalnēzca lenf nodunda canlēlēk oranē %5 

seviyesinde olup, diĵer organlardan elde edilen CD8  h¿creler %5ôin altēnda canlēlēk 

gºstermiĸtir. 

       -CCL5 -CD3 koĸulunda CD4  T h¿creleri, t¿m organlarda %70ôin ¿zerinde 

canlēlēk gºstermiĸ; lenfosit hücreler i­erisinden CD4  ve CD8  alt pop¿lasyonlarē 

incelendiĵinde kemik iliĵi kaynaklē h¿crelerde canlēlēk oranē %20, diĵer organlarda 

ise %50ônin ¿zerinde olduĵu gºr¿lm¿ĸt¿r. Aynē koĸulda CD8  h¿crelerin dalak, kemik 

iliĵi, lenf nodu ve timustan elde edilen canlēlēk oranlarē sērasēyla %15, %7, %30 ve %4 

olarak saptanmēĸ; lenfosit hücreler i­erisinden CD4  ve CD8  alt pop¿lasyonlarē 

incelendiĵinde ise t¿m organlarda canlēlēk oranē %4ô¿n altēnda kalmēĸtēr. 

       -CCL5 +CD3 koĸulunda CD4  h¿crelerin t¿m organlarda %80ôin ¿zerinde 

canlēlēk gºsterdiĵi tespit edilmiĸtir. Lenfosit hücreler i­erisinden CD4  ve CD8  alt 

pop¿lasyonlarē incelendiĵinde dalakta %70, kemik iliĵinde %25, lenf nodunda %22 

ve timusta %50 oranēnda canlē h¿cre bulunduĵu gºr¿lm¿ĸt¿r. CD8  h¿creler ise bu 

koĸulda t¿m organlarda %20ônin altēnda canlēlēk gºstermiĸ; lenfosit hücreler 

i­erisinden CD4  ve CD8  alt pop¿lasyonlarē incelendiĵinde ise canlēlēk oranlarē 

%2ônin altēna d¿ĸm¿ĸt¿r (ķekil 44). 
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ķekil 44.  Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8. veya 16. g¿n sonunda splenik T h¿cre canlēlēk sonu­larē. -CD3 10ng CCL5 deney grubu. 

 

       Genel CD4  hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarē a­ēsēndan T hücrelerinin izole 

edildiĵi organlar karĸēlaĸtērēldēĵēnda, lenf nodundan elde edilen T h¿crelerinin diĵer 

organlara kēyasla hafēza T h¿crelerine daha d¿ĸ¿k oranda farklēlaĸtēĵē gºzlemlenmiĸtir. 

CD4  TRM 1 alt pop¿lasyonu deĵerlendirildiĵinde, kemik iliĵinden izole edilen T 

h¿crelerinin, diĵer organlardan elde edilen h¿crelere kēyasla CD4  TRM 1 hücrelerine 

daha y¿ksek oranda farklēlaĸtēĵē saptanmēĸtēr. Benzer ĸekilde, CD4  TCM 1 alt 

pop¿lasyonu incelendiĵinde de CD4  TRM 1ôde gºzlenen eĵilim kadar belirgin 

olmasa da kemik iliĵi kaynaklē T h¿crelerinin CD4  TCM h¿crelerine dºn¿ĸ¿m 

oranēnēn diĵer organlara kēyasla daha y¿ksek olduĵu belirlenmiĸtir. ¥te yandan, CD4  

TEM 1 alt pop¿lasyonunda bu durumun tersine dºnd¿ĵ¿; kemik iliĵinde CD4  TEM 

1 h¿crelerine dºn¿ĸ¿m oranēnēn diĵer organlara gºre belirgin ĸekilde daha d¿ĸ¿k 

olduĵu tespit edilmiĸtir (ķekil 45). 
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ķekil 45. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8. g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ hafēza T h¿crelerinin hafēza fenotip sonu­larē. -CD3 10ng CCL5 

deney grubu. (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ). 
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       Canlēlēk sonu­larēna gºre sadece -CD3 CCL5 grubu ile deney devam edilmiĸtir. 

 

       Kirli kafes deney grubu, -CD3 CCL5 koĸulun 8 g¿n sonrasē elde edilen T 

h¿crelerin hafēza T h¿cre gruplarēnēn saflaĸtērēldēktan sonra saflaĸtērēlan hafēza T alt 

pop¿lasyonlarē ile 4T1 h¿cre hattēnēn 3.g¿n ko-kültür deneyleri sonucunda elde edilen 

veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: 

       Hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarēnēn 4T1 h¿creleri ¿zerinde anlamlē bir etkisinin 

olmadēĵē gºzlemlenmiĸtir (ĸekil 46).  

 

 
ķekil 46. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8.g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile ger­ekleĸtirilen ve 3 g¿n 4T1 ile 

ko-kültürleri (saflaĸtērēlan hafēza T h¿cresi:4T1, 8:1) ger­ekleĸtirilen hafēza T h¿crelerinin t¿mºr 

öldürme kapasitesi sonucu. (n:3) Two-Way ANOVA testi (Bonferroniôs post hoc testi ile birlikte), 

Mann-Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001). 
 

       Kirli kafes deney grubu, -CD3 CCL5 koĸulun 8 g¿n sonrasē elde edilen T 

h¿crelerin hafēza T h¿cre gruplarēnēn saflaĸtērēldēktan sonra saflaĸtērēlan hafēza T alt 
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pop¿lasyonlarē ile 4T1 h¿cre hattēnēn 4.g¿n ko-kültür deneyleri sonucunda elde edilen 

veriler aĸaĵēda ºzetlenmiĸtir: 

       Yalnēzca Dalak CD4  TEM 1 h¿crelerinin 4T1 h¿crelerinin canlēlēĵēnē baskēladēĵē, 

diĵer hafēza T h¿cre alt pop¿lasyonlarēnēn ise 4T1 h¿creleri ¿zerinde anlamlē bir 

etkisinin olmadēĵē gºzlemlenmiĸtir. Diĵer deney koĸullarēnda ve bu koĸullarda 

saflaĸtērēlan t¿m h¿cre alt pop¿lasyonlarēnda da 4T1 h¿creleri ¿zerinde istatistiksel 

olarak anlamlē bir etki tespit edilmemiĸtir (ķekil 47). 

 

 

 
ķekil 47. Kirli kafeste ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenosit k¿lt¿rlerinden 

8.g¿n sonunda saflaĸtērēlan CD4+ veya CD8+ hafēza T h¿creleri ile ger­ekleĸtirilen ve 4 g¿n 4T1 ile 

ko-kültürleri (saflaĸtērēlan hafēza T h¿cresi:4T1, 8:1) ger­ekleĸtirilen hafēza T h¿crelerinin t¿mºr 

öldürme kapasitesi sonucu. (n:3) Two-Way ANOVA testi (Bonferroniôs post hoc testi ile birlikte), 

Mann-Whitney U testleri yapēlmēĸtēr (*** p<0.001). 
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4.6. 4T1 H¿creler  Tarafēndan Salgēlanan Faktºrler n (Koĸullandērēlmēĸ Ortam, 

Conditioned Medium, CM) Splenik CD4+ veya CD8+ T Hücre Proliferasyonu 

Üzerine Etkisi 

 

       Yºntem 3.4 de ki gibi izole edilen splenositler aynē koĸullar da T h¿crelerin 

proliferasyon kapasiteleri incelendi (ķekil 48) 

 
ķekil 48. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenositlerin CFSE 

fenotip stratejisi 

 

       Total CFSE ekspresyonu incelendiĵinde, -CD3 137 µg CM ve -CD3 137 µg CM 

+ 10 ng CCL5 gruplarēnēn, 20 Õg koĸullarēna kēyasla T h¿cre proliferasyonunu daha 

belirgin ĸekilde baskēladēĵē gºzlemlenmiĸtir. Bununla birlikte, yalnēzca CCL5 i­eren 

grupta da T hücre proliferasyonunun anlamlē d¿zeyde azaldēĵē tespit edilmiĸtir. 

CD3 /CD4  ve CD3 /CD4  alt gruplarēndaki proliferasyon profilleri de toplam CFSE 

sonu­larēyla benzerlik gºstermektedir (ķekil 49). 

 
ķekil 49. Temiz kafes ortamēna maruz kalmēĸ BALB/c farelerden elde edilmiĸ splenositler CFSE 
proliferasyon test sonucu. -CD3 137ug CM + 10ng CCL5, -CD3 20ug CM, -CD3 20ug CM + 10ng 

CCL5, sadece -CD3 10ng CCL5 deney gruplarē. (-CD3; CD3 uyarēmē yapēlmamēĸ) 
 

 

 

 

 



81 

 

4.7. Tümörle Ķliĸkili Hafēza T hücre Oluĸumunda Makrofajēn Rolü 

 

       Sekiz g¿n s¿resince farklē k¿lt¿r koĸullarēnda elde edilen hafēza T h¿cre alt 

pop¿lasyonlarēna ait makrofaj y¿zdeleri (11b  ve F4/80 ) deĵerlendirildiĵinde (ķekil 

50), -CD3 koĸullarēnda makrofaj oranlarēnēn +CD3 koĸullarēna kēyasla belirgin ĸekilde 

daha y¿ksek olduĵu gºzlemlenmiĸtir.  

 
ķekil 50. 6ï8 haftalēk saĵlēklē BALB/c farelerinden elde edilen splenositler, anti-mouse CD3 antikoru 

varlēĵēnda veya kontrol koĸullarēnda 8 g¿n s¿reyle k¿lt¿re edilmiĸtir. K¿lt¿r s¿resi sonunda h¿crelerin 

11b ve F4/80 monoklonal antikor boyayarak belirlenmesine yönelik uygulanan flowsitometri temelli 

kapēlama stratejisi. 

 

       Özellikle -CD3 137 Õg CM koĸulunda makrofaj oranē yaklaĸēk %10 iken, bu oran 

-CD3 137 Õg CM + 10 ng CCL5 koĸulunda %20ôye, -CD3 20 Õg CM koĸulunda %30ôa 

ve -CD3 20 Õg CM + 10 ng CCL5 koĸulunda %35ôe ulaĸmēĸtēr. Sadece CCL5 

uygulanan (-CD3 10 ng CCL5) grupta ise makrofaj oranē en y¿ksek deĵer olan 

yaklaĸēk %40 olarak tespit edilmiĸtir. Buna karĸēn, +CD3 koĸullarēnda genel olarak 

daha d¿ĸ¿k makrofaj y¿zdeleri saptanmēĸ; +CD3 137 Õg CM koĸulunda yaklaĸēk %15, 

+CD3 137 µg CM + 10 ng CCL5, +CD3 20 µg CM ve +CD3 20 µg CM + 10 ng CCL5 

koĸullarēnēn her birinde yaklaĸēk %10, +CD3 10 ng CCL5 koĸulunda ise %0 d¿zeyinde 

makrofaj gºzlenmiĸtir. Sadece T h¿crelerinin bulunduĵu kontrol gruplarēnda ise -CD3 

koĸulunda yaklaĸēk %30, +CD3 koĸulunda ise yaklaĸēk %5 oranēnda makrofaj varlēĵē 

belirlenmiĸtir. Bu sonu­lar, T h¿cre proliferasyonu makrofaj farklēlaĸmasēnē 

baskēladēĵēnē ve ºzellikle CCL5ôin bu s¿reci artērēcē yºnde etkilediĵini gºstermektedir 

(ĸekil 51). 
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