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TURKCE OZET

-1 ¢ negatif meme kanser.i (1 NMK), vy¢kse
seceneklerivekdotfr ognozuyl a °ne -ékan agresif bi
tipin imm¢gnoterapilere sénérl é& yanét ver
h¢cre dinamiklerinin daha iyl anl akeéel ma s
kemokinlerden biri olan CCL 6 i n , bajéekékl ék hg¢gcrelerini
bir rol oynayabileceji °ne s¢rel megkteor o
et ki si me me kanser. °zelinde tam ol ar a
!l NMK6éya ©°zg¢ 4T1 orltaontéol pairka ki ad GL 5nooidne 1 G D 4k U
T h¢gcre alt gruplaré ¢zerindeki et ki si (.
bakéna antikanser etkinlije sahip ol abil
h¢crelerinin farkl éiplini tgpseer mi ktkierk.i | 3
varl éjenda CDS8 doku vyerlexki k hafeéeza T h
h¢ecreleri (TCM) ind¢gkl enmi kKt ir . T¢ mer k
ol duju erken evre benzer.i ebeul | afekc&ktPse
( TEM) fenotipine y°nlendirdifiji g°zl eml en
h¢cre programlanmasénda evreye bajl é ol at
T hicre temelli antikanser immunoterapiler icin yeni stratejik hedseflern abi | ec e i
ortaya koymakt adéshaf &zamd & d mahngéczr,e CGQLKS | ek
karakterize eden il k -al ékmal ardan biri
Anahtar Kelimeler: Me me Kanser i, Haféza T H¢icr e, CcC
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K NGK L KZETE

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 highetastatic 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 TMH)et chemokine CCL5 has been
proposed to play a central role in shaping the-@mmtior 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 CCL5islmol at i ng CD4 an
memory T cell subsets using an orthotopic 4T1 mouse model of TNBC. Our findings
demonstrate that CCL5 alone can exert-aaticer activity and is capable of shaping
both CD4 and CDS8 memory T c@QUS5s,. CIp8 ci
tissuer esi dent memory T cells (TRM) and CD4
induced. Notably, under conditions simulating earlier stages of tumor devel@ment
where tumortderived suppressive factors are relativelydo®@CL5 still promoted the
di fferentiation of CDS8 memory T <cell s,
memory (TEM) phenotype. These results suggest that CCL5 plays aqemmselent
regulatory role in memory T cell programming and may serve as a strategic target for
enhancingrl celkmediated anttumor immunity. To our knowledge, this is one of the
first studies to characterize the CGln3emory T cell axis in the context of TNBC.

Keywords: Breast Cancer, Memory T Cells, CCL5, CD4 TRM
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1. GKRKK

Kanser,bi yol oj i k sistemdeki bazé hg¢gcreleri
yayéldejée bir hastaleéekteér. H¢ecreler yacxl
Kekilde °1l ¢r ve yerlerini ayné kimli]e se&
bozulurvean or mal veya hasarl é h¢gcreler el emir

ve karaktere sahiptirler v e(Hakahan, sDee he¢cr

ark.2011) . D¢nya Sajl ék Organizasyonun Ul u
2020 vyel éekansearveflesimelgorey &.339.067 total populasyondan 233.834

yeni kanser hastasé bulunmuxktur. Bu hast:
°l ¢mle sonu-lanméxkteér . Kanser vakal arénd
%2 3, OMaeme .kanser . ( MKOr | ek adé@am amalpkdakn i th s i (
ol an kanser tipidir. Nermeyinkekarageeermetasta k | & k |

yapmakta ve bu durum kanser Kkaynakl é& °1[ ¢
Liu ve ark.2020; Surve ark.2017).

Hemmolekl er hem de histoloj iglgrkidbmeéetalyared ad
hormon reseft¢, (°strojen resept¢ (ER+) veya progesteron resery (PR+))
eksprese eden meme kanseri, insan epidermal feg@ptksprese eden meme kanseri

(HER2+Y ve ¢-l¢ negatif meme kanseritr{ple negative breast cancer

TNBC=} NMK) (ERT, PRT, HER2T1T). | NMK alt ti
bu tanéyé alan kadeéenl ardaki hastaleéek prog
dahaytksek gorilméke di r . Hastalar ©°zelli kle taneée :
gel di Ji i -1in konvansiyonel birincil b a
radyoterapi, vb.) bu tip meme kanser:i t

(Weigeltve ark.2010). TNV az gorulur ama tedavisi zordur.

Kanser olukuma s¢recinde kemokinler i
sahiptir. Kemokinler, h¢cresel g° - ¢ k on
proteinler ol up, kanser h¢gcreleri vV e i
reseptorleri bulunur. Hem kaer hiicresinin metastatik organlara goc¢uinde hem de
primer ve metastatik organlarda immun sistem hicrelerinin birikmesinde rol oynar
(Kohli ve ark.2022; Korbeckive ark.2020; Liu ve ark.2020). Kemokinler hicre
gocunin oOtesinde proliferasyon, haya kal ém v b. |, gi bi fonk



mevcuttur (Feive ark.2 02 1) . Literat¢r deplr boyymesigle k e mo k
y a k € nitilaoduju hu ve meme kanse€enmtergikirsevi yel el
Bir-ok farkl erémeenehdanaleaidahtpl azmaseéer
5 (CCL5) seviyelerinirPnemli®l-¢de arttéejé raporl anméxkteéer
bir-ok kanser tipinin mang¢gpile ettii]li K
CCL5 veyaCCR5'te meydana gelen genetik, epigenetik ve protein dizeyindeki
deji ki kliklerin kanser gelikimi veya il el
CCL5 veya CCR5'"in artmék RNA ve protein
meme kanseriicn k°t ¢ prognoz ile ilikkilidir. E
kanserinde olumlu prognoz i-in belirte-|I

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

i I i kkil i dib/€ECRS kersitotakisik TChGcrelefCTL),ar asénda i Kl ev
il Kk olup ol madéjéné belirlemek i-in ¢
(Yao, Mve ark.2016).

CCL5 imm¢gn sistemde de yaygén ve °nemldi
dendritik h¢gcreler (DC'Iler), makrofajl ar
h¢gcreleri gi bi -ok sayéda hg¢gcre tipinde

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

CD45RO+ T hg¢creleri gi bi -oklu bajexkekl é
aktiviteye sahiptir. (Yaseark2 01 6) . CCL506i n haféza T hg¢cr
oduju da g°stervelarcke2Ri8Ydir FARahi manser hyg
salgélanan CCL5 kemokininin CD4+ velveya

araktéreéel maméxkt éer .

T h¢g¢cre yanétlarenda il k akama etkin ef
beraber, bakarél é& bir T h¢gcre yanéte i -1
kanser il ikkild@ i mm¢gn yanétl arda CD8+ ef

¢al ekxmal ar genellikle efekt°r yanétl ar e
ile 11 gili perspektif son yéllarda °zel |l
T h¢g¢creleri geleneksel ol arak i kii(mna al

central mermory,T C M) ve ef ekt °r (Thetiettd& mmamoryJEM) ¢, cr el e
(vahidiveark.2020) . TCM hg¢crel eri CCR7 66homing

daha az farkl el akma, daha y¢ksek kendini



gosterirken, TEM htcreleri genellikle efektor hiicrelere daha benzer bir fenotiple, yani

yé¢ksek sitotoksisite, hezl e efekt©Or fon!
sekresyonu Il e karakteri ze edi | ir. Ayr
hicrelerindefde | él akmaya par al el ol arak artteéeje

hastal arénda TCM ve alt k¢mel erinde CDO9
me me kanserinde t¢gmPre karkeée et kildi bir

-al éexteje ger¢é¢lmektadkt el aFkadkmt h¢gcr el er i

etkil ekimlerin sonucunda t ¢ mer y o0 k e
rapor | anmakve akd220). ( Vahi di

CCL5 kanser hg¢gcreleri gel i kimi ve devar
Sér a, bu kemokin 1 mm¢gn he¢egcreler I -1 n de

ekspresyonunun kanser uzerinde inhibisyon mu yoksa indiksiyon rolinde mi

ol dujuna datiki itkar ty@mrhgsé halen devam et
czerindeki et kisini anl amak vV e I NMKOy
gé¢-lendirmek amacéyla CCLS5 hedefl emek i
Fakat, bu kemoki nalnarhaifléizkak iTs ih ¢roenmned ekra n d ee

teréende tanémlanmaméxkt ér .

¢tal ékmamézén amacé, CCL5/} NMK/ Hafeza T
etkilekim mekanizmal aréné tanémlamak ve [

CD8+ T haféza h¢gcrelerin rolé¢n¢g arakt ér mi



2. GENEL BKLGKLER

2.1.Meme Kanseri

Kanser, genel ol arak bazé hg¢gcrelerini
b°l gel ere yayél déej e bir Bmoansdt S, vetak. (2023 r a k t
Ancak, bu taneéem, kanserin fAine ol dujunuo
Ane yaptéejéenéeo tarif eder. Brown ve arka
se-ilim etkisini vurgul amayeé ©°nermiktir
uj rag@m¢ K m¢ K h¢crelerin kontrol s¢z -ojf al
(Brown, J. S., & ark. (2023).

Bu g¢ncel taném, kanserin biyolojik di
Kanser h¢crelerinin genetik ve -evresel
i -inde -exkitlenmesi ve bu s¢re-te doj al
tedaviye dira c i n i Kekill endiren kr i tBrdwn, B.iSr, me k a
ve ark. (2023).

Meme kanser.i ( MK) , meme dokusundaki h ¢
ve kontrol s¢z b¢yéemeye bakl aviemeskanséria ol u
i nsi dans e, ¢mRraldeérni maarl a sgénpgkeel olan kasserdipdin. $1& e n vy
y el bi ranmiflayzd rad &k a d € khigi kamédiheve k18.008'den fazlat e
i nsanén b WlecH iatshmia leddrkektedim. Bu jelim, meme kanserinin
°nemli bir ddnya sl é k s orfjuna @gs toelrdnue k't ed i r . Me me Kk a
kemik, akcjer, beyinve karagie r e met ast az yapmakta ve bu
°l ¢mlerin temel nede nearkR02® Suwe arkRdlia kt ad er

Hem molek| e r hem de histol oj iikgrkuebrhéda yarréa d
Hormon resept¢, (°strojen reseft¢, (ER+) veya progesteron resépt (PR+))
eksprese eden meme kansesan epidermal resépt, 2 eksprese eden meme kanseri
(Human Epidermal Growth Factor ReceptorER2+)U-1¢, negatif meme kanseri

(triple negative breast cancef NBC=] NMK) (ERT, (RBk,) | HER?Z2

I NMK alt tipinin insidansé daha d¢ke¢gk ol
progresyonu -0k agresif seyretmekte ve
Hastalar ©°zellikle tané anénda -iykel u org



birincil basamak tedaviler (kemoterapi, cerrahi, radyoterapi, vb.) bu tip meme kanseri

tedavisinde d¢keék bawaark®010)r anéna sahiptil

— MEME KANSERI SINIFLANDIRILMAS| ~

MEME KANSERIN HISTOPATOLOJIK SINIFLANDIRILMAS| MEME KANSERIN MOLEKULER SINIFLANDIRILMAS|

N 7 q e N - LUMINAL A
IN-SITU KARSINOMA INVAZIF KARSINOMA (HR+{ER+ ve/ veya PR+], HER2-)
DUKTAL LOBULAR -TUBULAR
p— - DUKTAL LOBULAR - LUMINAL B

- KOMEDO -DUSIK PATOIENIK _ iNVAZIF LOBULAR HR+[ER+ R+], HER2+/-
- KRIBRIFORM VARYASYON TSR (HR+[ER+ ve/ veya PR+], HER2+/-)
- MIKROPAPILLER S - ORTA FARKLILASTIRMA
e INFLILTRASON DUKTAL  ~OFT% i - HER-2 POZITIF
-SoLiD - MUKINOUS (HR-[ER-, PR-], HER2+)

- MEDULLER
- NORMAL BENZERI

(HR+[ER+ ve/ veya PR+], HER2-)

- UGLU NEGATIF MEME KANSERI

(HR-[ER-, PR-], HER2-)
kekiUlgmegatif meme kanser.i (1 NMK) alt tipleri vV e
esinlenilmiktir.) HR: Hor mon resept?®r ¢, ER: ¥str
epidermal resept¢, 2
22Kanserde Kmm¢gn Dg¢gzenl eme

Kanser mi kro-evresi, haf éza T he¢gcrel el

Olcidek eki |  endirebi |l mektedir. ¥zelli kle do
t ¢ mer dokusunda uzun s¢rel i baj ekekl ék
ol mal ar éna raj men, I mm¢ens¢gpresif t ¢mor
hicrelerin etkili sitotok i k 1 k1 ev I er i ni baskeéel ayabil mek

olarak bulunan PRL1, TGFb vd4 0l Igi bi baskél ayécée sinyal
h¢crelerinin tgkenmik (exhaus (Savds) Rref enot |
ark.,2018).

Tée¢mer mikro-evresinde ayné zamanda met e

biri ki mi, d¢ K¢k gl i koz d¢zeyi) haf éza
etkileyebil mektedir. Bu t¢r ortamlar, h ¢
ylzeyde PBL, LAG-3ve TIM-3 gi bi inhibit°r resept®rl el
i mm¢ n y an éMiker, B. € yeark,2049). € r

Buna ek ol ar ak, CDh4 haféza T he¢gcreleri

fenotipine y°nelerek te¢gmPr baskél amakt an
bir rol Gstlenebilir(Zander, Rve ark,2019).T ¢ m° r h¢gcrelerinin MHC
ekspresyonunu azaltmasé veya antijen sur
h¢crelerinin te¢egmerg¢g tanéma VveRopaaonB€C verm
ve ark,2019).



Sonu- ol ar ak, TMEG6Gdeki h¢cresel ve kim
h¢egcrelerinin t ¢emlr e kar K é et ki | i bir y &
sénérl andérdéje anl akél maktadeéer .

Kanser dokusuna bakéldéejénda burada sa
Pl kkio i bir-ok h¢gcrenin vagmlronlkrd-evjesi bi r 1
(tumor microenvironmenfTME) olarak nitelendirilerbu 6zell&k mi k  ymanfiné d a
sistem h¢gcrel eri ninmliriNajgun,vdi(2023). Rrimex 8ing6o n u n u
mi kro-evresinde bulunan i mm¢gn heéegcrel er se
kan dol akémé me vealsnfoid toigdnlarda ergadnraktaa katser
h¢crelerilkllkexsiénkéi -ei nde bul unar ak b u h ¢

y°nel i mini farkl & mekani zmehbra20l5p kontr ol
Kanser ve 1T mm¢gn sistemin bu -Haaserl i y al
i mm¢gnoterapi gel i kotliurkitlumeusri. sécak g¢ndemi
Kanser i mmegn sistem 1| SEolkam ak€eki-lee kier

a-ékl amakt ademjaeé Rl e mbriiakisig- agpmadag er - ek | ek i r
Eliminasyon (Elimination) ve denge Equliubrium), ka& (Escapg¢ ( k e K.iKk 2

akama eliminasyonggecinde, transforme olar¢treler ba&e k | é k si st e mi t
tanénmakta ve y okmadadgaklediimeyen eatlignfr.hscrBleri a

daha sonra, hae k | € k me k a ni z mgydmalerigin °nleadj iaderdgn d a n b
aamaséna gir e-kxiakamals ©e dpkralensnél@aetk | ék si ste
taraféendan kyenseget Hala d) éna dhsmecinssdon e ma s é n é t ems
etmektedir. B ua kaElan iledhgcre poglpsgon adimamikleri ve

bgeée k1 ek si steaptireilleei kanmsmdee ardiackrie | enak it lae
B°ylece dengelerin veya kritik noktalar analiz edilir ve kanserkgelis¢recini

anl amaméza i zin vererek tedavi strateji
d ¢ K ¢ ekgedirgMittal, D. vd, 2014).
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ELIMINASYON DENGE KACIS
kekiKan2s.erde. SEDRQr améyel oid t¢revli baskéel ayeéceé
temoerl e il kK makrofaj; Treg h¢cresi, d¢zenl
esinlenilmixktir).

Karsinogenez s¢recindeki I mm¢ n gzetir
bakl ayeép, periferde (dal ak, kemi k il iji,
ol duju i-in kanser h¢egcecrel eri uygun Kkokul

(Janssene ark.,2017, Blomberge ark.,2018).

Meme kanseri biyolojisinde immun sistemin hem tumor bayumesini ilerletici hem
de engell eyici et ki si i - Il -e ge-mi kK Kkari
arasendaki bu ilikki; t¢egmPregn algélaneéep,

avantajas ahi p t ¢ mor h¢crelerinin tanénamayeéep

i mm¢ n si st emi kendi -ékarl ar é dojrult
ger-eklekebil mektedir. Bu -ift tarafl é e
stromal htcreler ve soubl e faktoorl er araséendaki et |
(Cimino-Mathewsve ark.,2 01 5) . 0063E Kural edodo ol arak

mekanizma eliminasyon ( el emi nati on) , denge (equi l il

akamal aréndan o Ivel mrin,a2kOtOadd)é.r  K(mbmuennn si st em
tanénabil en kanser Hdlimioasyen, kayavarkdlahilenkloflar d ¢ r ¢ |

ve imm¢gn sistem hegcrel eri bir s¢re deng
he¢cre kl onl ar é daha diren- |otimdr ggndet | pt e
farkl el akt érar ak veya baskeéel ayar ak I mr
gel i ktir mekvead.j2004, &imve(akuy2007). Geneldeliminasyon

akamas étngm® ranitmm¢gn yanétlar 1 -in CD8+ sit
cells), doj al °l d¢gre¢gce hegcreler (natur al

oynamakt adér | aelimnaspopaea nzaasnéamnddaa y ¢ k sek or a



IFN-0 si toki ni Il e makrofajl adlZh-23ME6ve ° n¢ nd e
TNF-a gi bi sitokinler:i s a Veqk.|2@04d, KimmVeaank.g bi | i
2007) . Fakat, makrofajlar ortamda geli ke
pol ari ze ol abil mekt e vV e t ¢ mor il kki i
macrophages) olarak nitelendirilen bu hdcreler timérin  blylimesini
destekleyebilmektedirler (Allavense ark.,2008). Bu hicreler genel olarak-#_ve

IL-13 gibi sitokinlerle polarize olakta ve pret ¢ m° r i j eni k ©°zel | i1 k Kk
oranda IL10, TGFh s al gél amakt wedagkr,2 @0 8)(.Al Aanvéena,
sitotoksik T hucrelerin aktivasyonunu engelleyip, CD4+ hucrelerin dizenleyici T
(Treg) (Regulatory T) hg¢creleri nvearkd® ng¢ K¢t
2017, Awadve ark.,2018).

Eliminasyona Kk amas énda s al g-@rhoasitainlerdemolagIEN | ¢ an

gbya karkeé kanser he¢egcecreleri ve ©°zellikle
(Kursunel ve Esendagl i, 2016) denil en bi
PD-L 1 baskélde&yéc ey ¢lkisgegakn d¢zeyl er de i fade

Tamorde bulunan CD8+ T hicreler de HgN sitokini ile belirli dizeylerde
aktiflekirken, ek zadam@dmnhérelsaqMdlR r & a&i1Elmary
bakl amakt adtedd alri. g @8mud retsleipl eki mi nin t¢mer
temPre saldeéer mak czere infiltre ol muk C
(Kursunel ve Esendagli, 2016, Elliote ark.,2017, YoyerErmis ve ark.,2019).

Peranzoni ve dijerlerinin -alékmasénda t
T h¢gcre varl éjénén ol du-a aPD1 ttadignjnu , b u
yeter |l ol amayacaj é, e k ol ar ak t ¢ mer

infitrasyonuu ar ttér écé stratlkfjijiervar gdel &onmé an
T¢e¢mer dokusuna yerl exki kg veya t¢egmer il
kemi k i 117 ve metastati k organlarda bir
hicrelerden 6zellikle prtiimor 6zellikte olan tip 2 monosit/makrofaj, miyeloid
kokenli ébabkbkéetaleéc ( M&i%eq )supp(essyr e dells)i de
baskéelayécée fonksiyaona ysaheinp zn ° tTinbfeiclrlee ri
yanétl arén baskél anmasé, temer gel i Ki mi

dokunun y dlandirithesi gibk kaksinogenez icin kritik fonksiyonlara



sahiptirler (Kalluri ve Zeisberg, 2006, Pietras ve Ostman, 2010, Mlgerakk.,2011,
Marvel ve Gabrilovich, 2015, Awaeke ark.,2018).

Periferde yetersiz imm¢gn uyarém velvey .
hicrey anétl aréné sekteye wujratabil mektedir|
yapmal ar &, T hugycarrealne rsei nnyeagl a tgi°fn deekr me |l er i ,
Thicrealt i pi far kl él akmaséné dest ekveaknel er i
2010, Sicave ark.,2012). MDS@ e r NO ve ROS s¢peroksitl
CD8+ T hucreleri olmak tzere T hilicre reseptdr sinyalizasyonunu bozmak, Akjinaz
salgelayarak T h¢gcrelerin -ojalmasé i -in
Treglp, cr el erinin olukumunu destekl|l emek ve d
kapasitelerini engel | eme ke agki, 2010, Kunralvee v | er e
ark.,2016, Ohl ve Tenbrock, 2018, Brugex ark.,2019, Grothve ark.,2019).

Bu hticreler granilositik ve monositik dipte (M-MDSC) olup CD11b ve Gt
farkle d¢zeyde belirtecini takeéerl ar.

M-MDSC ve TAM hicreleri metastaz ve kanser prognozunda direkt etkilerini
anjiyogenezi ve metastatik nik formasyon
°neml i fonksiyonlareée ©°zellikle CD8+ T h
yardémceée Tedi¢hhegedelreriTme f arvelak|2816,t ér ma l
Elliott ve ark.,2017, Brugewe ark.,2019).

2.3.THicreGe |l i Ki mi

Nai f T h¢gcreleri, i gil i antijenle uya
farkl el akma s¢grecine girer. Bu s¢re-, ap
°nce¢se¢ olarak hayatta kalma il e devam e

sonraseépdabegl |l ek T hg¢cr el-2(L-Rnli-Hve k-d5 un mas
gi bi sitokinler taraf &rmnalblbinkretikii, CO4eved i r i |
CD8+ haféeza T h¢crelerinin -o0ojalmasé ve
roloynamakt adeéer ve@R2Ed.er , M. E.

Baj ékékl ek sistemi, mi kroorganizmal ar a
vV e

(innate) edinil mik (adaptif) ol mak ¢ ze¢e



gel en bajeéexkeéekl ék, patojenlere karkeée heézl

(n°trofiller, monositler ve makrofajl ar)
(bazofiller, ma st h¢gcreleri ve ewizthof il
h¢cresel bi (kre&krnllB@Bnkom|l yanénda, kompl ema
proteinl eri ve interferonlar gibi mol ek ¢ |

oynamakt adeark200@.el ves

Kemik iliginden kok hicre

farklilasmasi m
Kemik ilig

) Miyeloid Lenfoid
enitor hilcr

|

! I ! !

Megakaryosit Eozinofil Bazofil L':’DS\[L' Monosit Notrofil Vi

Y e
kekiKlem3d.k ilijinden k°k h¢cre farkl élakmaseée. (Lai

Edinil mik bajeéekekl éek, ye¢ksek ©°2zgell ¢k

patojenlere karké °zellekmik bir savunma
sunan h¢crelerin (APC'l er) aracelejéeyla
ve -o0ojalmaséné i-eren dinamik Dbir S¢re-
el iminasyonunda °neml. rol oynayan antij
cretirken, T lenfositleri h¢creseli baj éx

makrofajlare aktive ederek fagositoz kap
ortadan kaldérél masénée sajlar ve bajéxkékl

Ustlenir (Delvesre ark.2000).

Bu s¢re-ler, bajéekekl ék haf ézaséenén k
sajl ayar ak, vegcutta yeniden karkélakel an
ortaya -ékmaséna ol anak taneéer. Kk h¢crel
edere burada T h¢gcrelerine dongker. Ti musd
( Maj or Hi stocompatibility Compl ex) mo | e k
sunul an peptit antijenlerini tanéyarak b

10



bajéekéekl ék sisteminin patojenlere karke
kritik bir rol veak2000pkt adéer (Del ves,

Ti mi k ejitim sérasénda, T h¢crelerin
ekspresyonu son derece d¢zenl i bir bi- i mec
monokl onal antikorl ar kull anél ar ak tanée
sénéfl andé&re&klimédut élraboratuvarl ar taraf énc
yézeyl mol eke¢l Il erini tanéedékl areée i-in k¢
k¢mesi ™ (CD) numar al aveark.20@0). | anél makt adér

T h¢gcresi gel i Ki mi a-eéséendan kritik ©°n

CD3 molekul grubu ile Thicresie s ept °r kompl eksinin temel

CD4, MHC seénef 1 mol eke¢l ¢negn deji kmez Kké
mol ek ¢llé¢amneérb.ajCD4+ T hegcrel eri (Th) , gene
i Kkl ev g°r¢r ve MHC sénef 1 mol eke¢l | eri

h¢creleri (Tc) ise sitotoksik h¢gcreler ol

antijerere tepki verirler (Delvesje ark.,2000).
Ti must a, ol gunl ak mamék T h¢gcreleri b a

molekdllerini ekspresse eder. Uygun bir T hicresi reseptoriine sahip bu “double

pozitif" h¢gcreler, her i ki MHC séneéfé tar
potansiyeline sahipti . Ancak, ti musda bu hg¢gcreler |
ekspresyonu kaybolur ve sonu- ol arak ya
mol ek¢l l eri taraféndan sunul an peptitler

ana alt gr up(Devesve ok 2000makt adeér
Ch4+ T yardémce hg¢gcreler, sitokin prof
farkl e alt tiplere ayreéelér; humor al ve |

sitotoksik T lenfositler ise virlisle enfekte veya tiumoral hicreleri hedef alarak

apoptosiseyY nl endirirl er (keki/l 4) . Bu h¢gcrese
patojenlere karkeée etkili ve spKesC.H,k bir
vd 2023).
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cDaT

112 IL-4 IL-4 IL6 IL6 IL6 TGF-B
TGF-B TGF-B TNF-a IL12
IL18 IL-21
IL-23 IL-23
TGF-B

TN V=)
& @
\ y
™ Th2 ™9 ™7 Th22 Tth Treg
L4 ® L4
< 7 I-22 IL-10
IFN-y -5 oo '\? ILI7A 2 21 Perforin
L ™Y %e 33 © ©@ TNFa IFNy (Tle) © @ TGF-B
Foxp3* restricted
Tel Te2 Tc9 Te17 Te22 Tic CD8" Treg CD8* Treg
= P ’d
= (%) Ly49
\STATA, Nt

IL-4 IL-6 IL-6 I-6 TGF-B
TGF-B TGF-B TNF-a IL-21
L-23
TGF-B
cD8T

kekiClD44., yardémcé ve CD8+ sitotoksik T h¢gcre altt

T-hicre alt kimeleri ve Fhicre alt kimeleri, sinyal 3 sitokinleri, soy belirleyici
transkripsiyon faktoorl eri ve efektoor sit
IL-12 or t aménd a-bef, Bamksl ve BETaAK4atnarsKeipsiyfon faktorlerinin
aktivasyonu yoluyla interferogama (IFN92 ) cretir. -AcdDrhamealda
farkl el akadli Ilvier STATGA A I wliLdj3ée yslad glell ar .
hicreleri, lk4ve TGFb ko kul | ar énd-d Wver SMTAT&k ®r akel B
dretir. Tc1l7 hucreleri, 1It6 ve TGFb or t aménda ROROt ve STAT
faktorlerinin etkisiylbeve TINGW kk @k @iklear e nMfca
STAT1, STAT3 ve STRVSTNEY agredteijrey| af dd (
hicreleri), IL-6, IL-21, IL-23 ve TGFb o r t a mé6n &1, B2B ve Runx3
aracel ejeéeyla farkl élaker-b BokpBhen€®8fFalk
Foxp3 ar alédTekbe wlad glelialre sQganér | € CD8+ Tr e
séneéf I mo | eebulgniar @& | p g Eteird inmi tanér ve E
araceéel ejéeyla pedaf ekisprealygaluaywdrsdlerea T
(Koh, C. H., vd 2023).

24Haf eza T H¢gcrel er

Nai f T l enfositlerinin aksine, haf éza

bakéméndan daha -exitlidir. Antijen sunul

12



°©zelli klere dayal é ol arak merkezi bel |l ek
(TEFF) h¢cre alt k¢ miarélieBergwe ark.,2310))e | abi | me k1

T h¢g¢cre yanétlarénda il k akama etkin ef
beraber, bakarél é& bir T h¢gcre yanéteée i -1
kanser LT kki i i mm¢gn yanétlarda CD8+ e
¢al dk@ama genel |l i kl e efekt°r yaneéetl aré ar ack
ilbgi i perspektif son yeéllarda °zellikle
h¢creleri gel eneksel ol arak i ki affa alt
centr al mer mory, TCM) ve efekt©Or haf éza
TCM h¢creleri CCR7 060homingd6d resept®rg¢n
daha y¢ksek kendini yenil eme potansiyel!

hiicreleri @nellikle efektor hicrelere daha benzer bir fenotiple, yani yuksek
sitotoksisite, hézleé efekt®r fonksiyonu \

Ayr éca, CD45RO ekspresyonunun bell ek hg¢c

artteje &a@rapoKllearniméexkvtr edeki kanser hastal a
ekspresyonunun artmaséyla birlikte, me me
h¢cre havuzunun ol ukturul maya -al éktej e ¢
veve tumor mikrocavesi yl e et kil ekimlerin sonucunde

etmek yeteneklerinin bl okelak 202@.] € rapor |l ai
Hafeza T hg¢gcreleri dal ak, ti mus, kemi k

bul unmasénén yané séra dijer organl ar da

h¢crelerinin heterojenlifji uzun Zaman °
temelinde TCMv@ EM alt k¢ mel erine ayrél mal are, f
a-éséndan karakterize edil melerine katkeEé
direkt T mm¢gn sistem il i kkild@ ol mayan -o07]
haf éza h¢masxisi ( BRM) ktcanéml anmék ol up, y
°nl emek adéna adeta O66n°bet-i1 060 bir h¢ c
h¢crelerin °zellikle CD103 ve CD69 y¢zey

Bununla birlikte, kl asi k bir haféza fe
eden h¢gcrelerin -exitlilijinin -ok daha |

yine | enfoid organlar da v @rinkaaemadka20l8)ul undu

Haf éza T-ghyeptar éal anr atrotvé inévive r mé @ k mal ar da

13



faydal andlamha&ktaadléerh¢gcr el er i belirte-1eri
hafeza T belirteci ol ar ak CDh62L Ve CD-
g°ster mik VelCDbRLYkkan@jdéhd dzgu algr upl ar & dal ak ve
nodl aréndan al énan h¢cr el elKimvelak.,20l6)u kKt ur u
Kanser il ixkkildi patolojilerde de bu feno
(Scherwitzlve ark.,2018).

CD44' cpe2LM
CD45RA" CCR7M
D45ROM CD28M

CD44" CcD62L"°

CD45RA® CCR7'"
. CD45ROM CD28M
NAIF
\ )‘ 7L (CCR7
cDa4®  CD62LM ) ST D28
CD45RAM  CCR7M
CD45R0O' CD28M
CD44! cpe2Le CD103™
CPASRA hi
Hiicre yuzeyi belirtecleri: ;:,; CCR7|0 glopsin
fare
W CD62LM
fare ve insan Tfh CD)(TA 2Al CCR7M
CDASROM CXCRSM
kekiHaf®.za T h¢cre alt ke¢gmeleri. Tcm, mer kezi bel

Temr a, son derece farkl élakmék efekt°r bellek T |
yardémcé bell ekak,20i®).crel eri ((Kim

Naif T |l enfositlerinin aksine, haf éza
-exitlidir. Antijen deneyimli T h¢creleri
merkezi bellek (TCM), efektér bellek (TEM) ve efektor (TEFF) hiicre alt kimelerine
ayr él ab iMamleBetgeeduk.(2010)).

TRM h¢creleri, bulundukl aré dokuya uyunm
sahip °zell ekmik ikKlevleri olan bir T hy¢g
mi ktarda bulunmalarée ve wuyaranlara hezl .
immunoterap | e r i I -1 n bakl eca hedefl er hal in

-al exmal ar hem periferik T h¢crelerinin

bajéekekl ékt aki rol ¢neg g°stermektedir. Y a
analizleri, immun infit e t ¢m°®r |l erin -ojunun TRM benz:¢
h¢creleri i -erdijini ortaya koymuktur

14



h¢crelerinin bolluju genellikle olumlu b

hicrelerininantPD-1 t edavi si il e aktive edilen ©°ne¢
g°stermektedir. Kanser akeél amasé, I ntrat
tedavi t¢ereéeder. Yaygeén vir al antijenlere
tedavisine duyarl & hale getirmek i-in ©°nc
Sonu- olarak, TRM h¢gcre biyolojisilmin kar

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

Ti mus, T h¢crelerinin ¢reti mi ve Sse-im
Bununla birlikte, olgun T hicreleri ve 6zellikle aktive T hucreleri timusa yeniden
girebilir. Vir¢gsler ¢zerine yapélan bir
farelerintimusunda lenfositik koriomeneniit viriisti veya vaccinia viriisiine 6zgu bellek
CD8+ T he¢creleri t e s(pdfmanneedik.|(2013).i bi | di r i |

Ol gun T h¢crelerininde timusa yeniden

bakka bir -al @ékmada vyeniden giren T hy¢
tanémlanabGFRIfar RlagrRipni n anal i zi yar démi
tek pozitif (SP) timoglerinD%5 ' i ne kadar énén dol akémdaki
t¢eretilebilece]ini ortaya koyduju bil di

h¢crelerinin bulundujuna dair sajlam kante
bellek T hiicrelerihavuzan mé ait ol duju yoksa TRM hg¢gecr
mi temsil et t iHofmanbvi @ i anrnkeame&kut leadri@ .bu sor u
virisle enfekte farelerin timusundaki viriise 6zgl CD8+ bellek T hiicrelerini fenotip,

i Kkl ev ve doku yerlekimi a-éséndan analiz
0zgu CD8+ T hucrelerinin, viralyenide enf eksi yona kar keé aneén
i -in dol akémdaki TRM h¢gcreleri ol arak tir
(Hofmannve ark.,2013).

2.5.Kemokinler

Kemokinler, he¢cresel go° - ¢ kontr ol e d
bilinmektedir hem kanser h¢egcreleri hem d
reseptorl eri il e et kild@ ol maktadeéer | ar . E

organlara goclinde, ipner ve metastatik organlardaki immun sistem hucrelerinin

15



biri kmesinde ve kemik ilijinden ¢retilen
kritik roller ¢stlenmektedirl er. Kemoki n|
sinyal resept°r¢nden birine bajlanar ak

prolifersyon ve hayatta kalma gibi fon®siyone
B°yl ece, kemokinlerin bu -ok y°nl ¢ etkil
araseéndaki etkilekimlerin d¢gzenlenmesind
anll anaés e, yeni tedavi stratejilerinin g

déekenegl mektedir .

CCL5,7,11,13,15,24,26,28

CCL27812,13
CCL3,4,57,14,15,16,23 )

CXCL9,10,11

CXCL1,2,35,6,7,8

CXoLes__

CCL2,5
CXCL1,8

CCL23, -

57,1722

CXCL1,8,
10,12

ceLit”

7
@M
CCL2,345

CCL2,3,4,5,7 \
/ \
CXCL1,5,7 CXCL16

k e kbiKemokirler ve ilgili reseptorler.( B u
-iziD)mi ktir.

CCL2,3,5,17,22

CCL3,4,58

CCL19,21
CCL1,4,17

CCL27,28

— y e \
S @ — oo

S @9
CCL25

CX3CL1

CXCL12

CXCL13

-izim Bal kewsl hl Ene(2R0B) 6r di

Yedi trans me-pniteinba] BEanheaG kemokin res
bajl ama model | er i ni-CXER3eGCREOGCREKACRY ECR8, CXCR
CCR10 ve XCR1 reseptrlerinin hepsi - ek
CCR6, CCR9, CX3CR1ve CXCREXCR6"'" nén her Dbiri yal néz
Duffy ve D6, l|igandl aré bajladeéekl aré anc:
kabul edilirler, b°ylece kemokin yanétl ar

Klinkk -akma |l ar , bazeée ¢ke geknenl gt &n,ydalk € ndan
odjunu ve meme kanserijedé&teamtik ¥racing-@mul ar én é

meme kanseri ¢ténén
raqppr I anméxkt ér . CCL?2

yetenijJini

16

pl azmasénda

k e moKki

Cknli °lgckter i el ¢ €i @

ninin kanser h

dest ekl edi ] i-agfadatsiBMA teknoliojisit i r .



kul |l anél ar akcraeendeCXER4 ekspasyionutu inhibe edilmesi ile bu

hecrel erin prol°nemel-gaaey are ah@dz¢gmeerg sveer i | me
ark., 2020; Feive ark., 2021) . Kemokin aj éneéen °czel
i mm¢gnobi yol ojindeki rol¢ begyeéek °neme sat
yolaklarée vel/lveya ilikkild@ ol dukl aré hy¢c

gel i ktirmek umut wvead01®.t mektedir (Edechi

Me me kanser. dahi |l ol mak iszere kans
kemokinlerden biri de CCL56¢ti . Kemoki n
ol ayl arda g9%9r eavnha da gé I( kte&kmd | gerevlerinde

resept°rlerden biri olan CCR5 en -o0ok HI V'
kol aylCGXLtbérveag .resept°r¢ CCR561 n, DNA, RN
meydana gelen dejikikliklerinin kanser g
gesteril mieytda rCCRECLI5SnN art mék RNA ve prot e

rahim ve meme kanseri i -in k°veak,R2pgnoz i
Buna karket ol arak bazeée -al é&kmal ar i s e,
kol on kanser. vV e b°br ek kanserinde A
raporl amécxkter . Bu farkl éel éjéen temel sebe
CD8+ T hicrei nf i |l trasyonu ile korel asvgalu ol at

2016; Berghuise ark.,2011). Ozellikle koloektal kanser mikrogevresinden CXCL10

ve CCL5"in aktif salgéehagomaseniGrlanzgsme®n
ol duju ve CXCR3 ve CCR5 kemoki nkthécresini n tr
infiltrasyonu vV e kol orektaill ekainlsiek kdiel i( K

gosterilmektedir (Zumwale ark.,2015).

non
CCRL2 U/ J ‘ ‘ ??‘f’o
SUY %
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Q
(JQ»
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k e k7i ACL5 kemokin reseptérleri. Kanonik olan reseptdor CCRS5, spesifik reseptorler CCR1, CCR3
ve CCR4. Kanonik olmayan reseptorler ACKR1, ACKR2, CCRL2 ve CD44Ztiar(g, X. (2023) den

esinlenerek biorenderdé da -izilmixktir

CCL5 imm¢gn sistemde de yaygén ve °neml.i
dendritik h¢gcreler (DC'1ler), makrofajl ar
h¢creleri gi bi -ok sayéda hg¢gcre tipinde

bazofiller, mast hiicreleri, monositler, sitotoksik T lenfositleri (CTL'ler), saf CD4+ T
h¢ecreleri ve bell ek CD45RO+ T hg¢creleri C
bir kemotaktik aktiviteye sahiptir. CCL5 mRNA transkriptleri dinlenme halindeki
ol gumlm&km DC' | er de t e |,pCDM40L, eLBS VemPMA ilev e TN
stim¢gl asyon czerine ©°nemli °l -¢de artan
DC'"l erin aktivasyonunda ve olgunl akmasén:t

haféza T hg¢crleéreirniineolidyjidida lvp@k,ieri |l m

2018) fakat kanser hg¢gcreleri taraféndan
Cb8+ hafeza T h¢gcreler il e olan ilikki a |

Ayréca CCL5, meme kanser. ve nor mal h ¢
kilit bir rklegke9hnamakt ader

{’ cew2?
% e :..

4
L s
/ / anerii
:/ gy
—— /‘1

kekBi@CL5/ CCR5 meme t¢gmlerl erinde he¢cr 8CCHdar: Meamea s &
kanseri hucreleri; CCL5: Kemokin (C motifi) ligand 5; CCR5: Kemokin reseptorii 5; MDSCller:
Miyeloid t¢grevli baskél ayéecé h(letascevViedr§;z gMeQC: 2NMe Zed
esinlenmiktir).

CCL5, Treg h¢crelerinin topl anmaséna
MDSC' | er i mm¢gnosupresif bir mi kro-evreni
kaynajé olukturmaktadér. Ayreéca MSC'Il er

duyar !l éld®rl ovolealCCseviyel erini-Vdadueaedrk, ar t €
2014).
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2.6.Meme Kanserive CCL5Et ki | e ki mi

CCL5 ve CCR506in invaziv s¢re-1lerdeki r
proliferasyon, migrasyon ve invazyon ¢zer
g°steril mektedir. Meme kanser. h¢gcreleri

ekgpresyonunun indiiklenmesinde aktivator proteid i n1) ékévBsyonunun Kritik bir

r ol oynadéej éné ortaya koymaktade@&lrunoBuw, b
kromatin i mm¢ignopresipitasyon deneyl erind
hem CCL5hende k°k h¢cre fakt°r¢ (SCF) ekspre
OzellikleErbB2pozi ti f meme t¢mer¢ he¢crelerinde,
SCFOnin ise k°k h¢gcre benzeri Dbir (fkeerkatli p
6 A) (VelasceVelazqueze ark.,2014).

Meme kanser. h¢ecrel eri nde -6CCarbabc énl éa Koétro
ger i besl eme d°ng¢se¢ 1| e -2deksprésgoku ve PTEN] i l
delesyonunun, #6,I1L-8 v e CCL5 sal gélanmaseé ¢zerinde
otokrin IL-6 stimilasyonu ile AKT, STAT3veNKEB sinyal vyolakl|l ar én
y ol a-téje g°steri-b mmi8wd COLS eksBrasyomuaun a@aha dama ,
artmaseéné sajlayarak tg¢mor progkeg&ybn bnA:
(VelascoVelazqueave ark.,2014).

Bu bajl amda, met astaz fare modeCCR&r i nd
ekseninin t¢gmer progresyonundaki rol ¢ng
uyumlu ol ar ak, bu modell erde CCR5 aktiva
kritik bir r o | oynadej é belirlenmicktir. Me me
ekspresyonunun, t¢mPr metastazénda bel ir.
hedef al an si RNA -MB-g3t hiaretaininanmetagtaéknkapdshesini
onemli 6lg de azaltteéej] e g° s t-MBr2Bl hicredetinin rfarelerdey r € ¢

kuyruk damaré enjeksiyonu ile olukturul e
muhafaza edilen h¢gcre hatténa kéyasl a CCF
sapt anméBué sonu-1 ar, invaziv t ¢ mor pop

zenginl ekt CRbi ekee@Chbbn t¢gmPr progresyo
rol ¢n¢g a-éek-a (okdlaiyla &Bplarfadiac @i Dal).
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CCRS ANTAGONIST

l
CCRS+ HUCRE
. N

METASTAZ

CCRS- HOCRE
k e KiAIMeme kanseri hiicrelerinde CCL5 ifadesinin diizenlenmdsT./NF-kB, JNK ve MAPK kinaz

yol |l alrree AbPaj |l € CCL5 i fadesini ind¢gkl er . Bu yoll ar
°rnejda nvdya hipoksi k kokul |I aB. M&ng kabseri hicetbrindeiCCRS ar t ¢

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

edi |l mesi hayvan mode AR-leAkiivaidl gotein &;tCELS: tKanmkn @ mai@ | | er .
ligand 5; CCR5: Kemokin reseptort 5; HIF: Hipoksi ile indiiklenefaktor; INK: ¢Jun Nterminal kinaz;

NF-kB: Nukleer faktor kapp# Kk € k -azkitnicvier iB h¢gcr el erinin atrkindzér écé s
(VelascoVel 8zquez 20146 den esinlenerek biorenderd de
Tablol. Knsan bajékékl ék hg¢gcrel eri haptevaGIC&HBuang,eXsFept °r | e
(2010)).

Reseptor Al ternatif ba Hcre tipleri
CCR1 CMKBR1 B hiicre
CKR1 CDA4+ T Hucreler
HM145 CD8+ T Hucreler
Monosit
CD45 RO+ Haf e
NK Hucreler
CD34+ Kemik i
Immatir DC
CCR3 CMKBR3 Eozinofiller
CKR3 Immatir DC
Eotaxin reseptor CDA4+ Th2 Hucreler
Bazofil
Notrofil
CCR4 CMKBR4 Bazofil
CKR4 Monosit
K5-5 Tonsiller ve PK B hiicreleri
CD4+ Th2 Hucreler
T Regulatoiicreler
CCR5 CMKBR5 Immatir DC
CKR5 ThlHucreler
CC CKR5 Monosit
Aktive CD4+ Hucreler
Aktive CD8+ Hucreler
Makrofajlar
CCL5 t ¢ mor i -in yapeéel an ake -al ekxmal
Aravindaram ve arkadaxkl!l ar e, murin CCL5 c
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gpl100 DNA akélamasénén ve daha sonra CCL'
vektorle guclendirmenin, C57BL/6JNarl farelerde B16/gp100 primer timdrlerini ve

akcijer metastazéné ge¢-1 ¢ bir Kekil de ba
rejimine da h i | edi | mesi , t ¢ mer b¢yeée¢mesinin °ne
neden ol duj u vV e B16/ gpl00 h¢crelerine k
aktiviteler:i ortaya -ékararak fare sajka
ve ar kad a «kkmanmipélasyoh vepgaiCCLplksprese eden DNA vektorlerinin

intratimoral enjeksiyonu yoluyla timar hicrelerinde CCL5'in zorla ekspresyonunun,

bir murin | enfoma modelinde CCRS'eebabpajm
bir mekanizma yoluyla timor biyimestnin e ml i ° | - ¢de engel |l edi ]
(Laptevave ark.,(2010)).

Kanserve CCLmar aséndaki t¢gmer indgksiyonu s°©z
in vivo ve in vitro mekani sti k -al é@ékma,
Kekillendirerek t ¢mor il erl emesi ni dest

Pankreas kanserinde, Treg hucreletksgk diizeyde CCR5 eksprese eder ve bunlar
CCL5 akérée eksprese eden t¢gmePrlere topl a
ol arak inhibe edil mesi pankreas t¢igmor ¢ ny
zamanda birincil tumor icinde CCL5'in sitotoksik Fler e akt i vitesini
Treg'lerin aléménée artérdéj éne, Th2 yane
destekl edi]JiniCCdstemayatetkd e &kial may e, I S
yenil enmesini destekl emek i -in dojrudan
kanserinde, MSC' |l er taraféndan eksprese
etmek icin meme kanseri hicreleri Gzerinde etldli r . Ayréca CCL5, k

populasyonuolanCD44 +/CD2B4 ¢ cr el erinin b¢syét@mesi Bu eéKk

CCR5 antikor n°tralizasyonu ile késmen er
k°k he¢gcre yenilenmesinikaCEhbhCGR Yy mmbdyg¢ |
dé¢zenl enebi I ir. CCL5, STAT3' e bajl e me k
s&jal éméné ve Kkemorezistansé destekl er.
MSC' |l er ve kanser hg¢gcreleri araseéendaki p
h¢crelerinin istilaséné ve hayYadveak,k al ma ¢
(2016)).
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Yapélan baxkxka bir -al é&kmada Karnoub ve
hatt &-MBVED3AL ' i n CCL5" i i fade et mek yerin
mezenki mal ko k h¢gcrelerden CCL5"in de no
kanser hucreleri Gzerinde parak n bir Kekil de hareket e
istilalaréené ve metastazlaréene arterdeje
metastati k kabiliyeti, CCR5 Agracal dMaaeghbka
arkadaxk!| ar & KOv@ pBMARK'Gii,n JACR5 aracél é& aki
t¢e¢mer baskelayéecé p53 ve p21WAF1 ve Mdm2

aktivasyonunu ind¢klediJini nNne s¢rmegkKt ¢
se-ici bir baské uyegulpdyarmuk aisryoan otr amo%m
ortaya koymuktur; CCR5 eksikliji olan tg¢gr

duyarl e t¢egmePrlerin %46' sénda Laptevavaark, p53 b
(2010)).

CCL5 genini k €s ac denfveak,RoOe2)ek gerekirse; |

1 CCL5 geni, NFkB ve IFN dizenleyici y aneé't el emanl ar & i
motifler icermektedir.

1 CCL5, NK hucreleri, dendritik hicreler (DC'ler), makrofajlar, monositler,
endot el he¢egcecreleri ve bronk epitel h ¢ c
dokuda tespit edilmektedir.

T CCL5 mMRNA transkriptler:i I stirahat ha
edi | mi ka, GDdOL,LRSFve PMA ile stimllasyon Gzerine 6nemli dlgtide
up rege¢l e edi |l mi ktir, bu da CCLS5" i

ol gunl akmasénda rolr.. oynadéjéné g°ster |

1 CC kemokin ailesinin bir tiyesi olan CCL5, NK hucreleri, DC'ler, makrofajlar,
monositler, endot el h¢gcecrel eri ve bron
tipinde ifade edilmektedir.

1 CCL5, eozinofiller, bazofiller, mast hcreleri, monositler, sitotoksik T
lenfositleri (CTL'ler), saf CD4+ T hucreleri ve bellek CD45RO+ T hucreleri

gi bi -oklu bajeéexkékl ék h¢gcrelerine kar
T CCL5, -exitli malignitelerin ve bul akpé
akél ama protokoll erinde doj al bir adj

T CCL5 t ¢m°r h¢egcrelerinin hayatta kal
destekleyebilir.
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Son zamanl arda Doj al kemokinlerin biy.
i ncel enmesi vV e terap°tik y aekdmbimagtml| a r
kemokinlerl abor atuvar ortaménda ¢retil mektedir

Rekombinant kemokinl er, genetbakteriyehs, hendi
maya veya memeli hicre ekspresyon sistemlesngent ez | eni r ve VYy¢k
safl akteérélarak biyolojik deneylerde kul
2000). Bue k ombi nant proteinlerin ¢retiminde t
veya trehaloz gibi) ekl enmemesi , deneyl e
i mm¢gnol o i k yanétl ar én s pesi fCakierfreel ar ak

( t ak e teigsz)érekgmbioant kemokinler, 6zellikle hassas hicre kiltirleri ve in

Vivo deneyl erde tercih edi |l mektedir. B i
kemokinler, -ekKi tl hastal ekl arén mol ek
ol ar ak kul Kehléeadma&g&kyandeér arakt é&r mal ar énda
antiinflamatuar kemokinlerin rolleri ana
inflamatuar durumlar én patogenezi aydenl .

Kanser biyolojisinde, kemokinlerin tumoér mikrocevresi Uzerindeki etkileri
incel ener ek, metastazé ©°nleyici veya t ¢
yakl akéemlar gel i kti r Vikaheafeksiyomhirra Kt Ba Imawialr |é
kemokinl erin vireéegslerin konak h¢creye
-al ékél makta ve antiviral stratejiler i -]

CCL2, CCL5 ve CXCL12 gibi kemokinler, tumor hdcrelerinin invazyon ve

met ast az s¢re-lerinde ©°nemli rol l er oyn
enfeksiyon -al ékmal ar énda, HI'V ve difjer
kemokinler incelenmektedir¥ r nej i n, CCL5 (RANTES) , CCH
bajl anarak HIVOdin h¢gcre i1 -ine girickini

ajanl ar araséenda yer al maktadeér (Deng,
immunoloji, inflamasyon, kanser biyolojisi vend ek si yon hastal ekl a
al anda °neml .| bir arakxtérma aracedér. Ge
Uretilebilen bu molekdller, biyoterapétik uygulamalarda da umut vadeden hedefler
arasénda yer al maktadeér .biBuWwekmokd axrhcea,i n° &

sistemi Uzerindeki etkileri giderek daha fazla ilgi gekmektedir.
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CCL56in yalnéezca kemotakti k bir mol ek ¢
h¢egcreleri Ve i mmg¢ n yanét én dé¢zenl enmes

gesterilmiktir. Yapeéelan bir -al ec@hfda, he

geni ni ortapadk loan cn@ijk & u r . Enfeksiyondan veya
maddenin uygulanmaséndan sonr a, CD4+ T h
birlikte, k¢mel erl e sénérl e olan deri CD-

Deri CCL5'1 CD11b+hédir el eri nden ve CD8+ T h¢creler
h¢crelerinin ortadan kal déer él masé CD4+ T
(Yaove ark.,(2016)).

Kanser ortaménda naseél bir il i kKki ol du
kol or ekt al kanser mi kro-evrelerinden CX
GranzymeB+ CD8+ h ¢ cr e i nfiltrasyonu ile il ikki

kemokinlerinin transkripsiyondafadesi, CD8+ Fhucresi infiltrasyonu ve kolorektal

kanserde (KRK) uzamék sajkalem ile 11ikk
kanser ortaménda haféza T |l enfositlerdi n
kor umakt adwmrk.,(2a€l6)nwa | t

Kanser ile 11 gildi yapélan bakka bir - a
CCL5 ve baze kemokinlerin CD8+ T | enfosit
t ¢ mer infiltre eden CD8+ T | enfositine ¢
y ¢ k s e k bilditilindekt@¢dn (Berghuisve ark.2011).

Bu bajlamda, hematopoez s¢re-leri ve ke

temPer mikro-evresinde bajéekékl ek yaneéet én

Hemat opoez, kemi k ilijinde ger-ekl eken
dinamik birs ¢ r e- t i r . Bu s¢re-, hemat opoeti k k?©°
ol gunl akmasé ile karakterize edilir. Kem
(I I T mi kro-evresinde yer deji ktirmesi,
oynar ) ©zlkkie ICCL3 ve CXCL12 gibi kemokinler, hematopoetik kok
h¢crelerin ni K b°l gel erine yerl eki mini
duzenlemektedir (Lai AY., vd 2008).

T¢mor mi kro-evresinde, hemat opoezden
-exki t i Ligi ve fonksiyonu, kemokin siny
Kanser h¢ececrel eri taraf éndan csretil en k
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h¢crelerinin mobilizasyonunu artérabil me
baskéelayarak bajékékl ek ka-ek mekani zmal
t¢e¢mer progresyonunu destekleyen veya t¢m
, vd 2
Sonu- ol ar ak, kemokinlerin hematopoez s

edenbidenge ol ukturmaktadeéer. (Lai AY.

hicrelerinin  tumor mikrogevresindeki roli Uzerindeki belirleyici etkisi, kanser

progresyonunun anl akél masénda ve I mm¢ n o
gel i kti rbiglympeks i mide ©° neme sahiptir. Bu b a
enfeksiyonlarla m¢cadel ede ol duju kadar
°neml.i bir r ol oynayan, ©zell ekmi K hg¢gcr e
savunma aj é& oekedrak di kkat -ekm

27.Haf é Hiwreldrve CCL5Et ki | ek i mi

Haf éeézhag cTel erinin CCL5 proteini depol a
yapél an bir CD8arTak thierelenaird a L4 ile muamele
edilmesi, STAT6ar acél eéj éyl a CCL5 MRNA ¢reti mini
CCL5 salgéelama yetenej i njnaberosifenindebul un

(heng¢z antijenle kar kel akmameék T he¢cr el

akamal arénda ifade edi I diJi g°r ¢l mekted
uyar €l madadn gy¢ark Isaoknérka 3o0rt aya - ékar .a Yakén
naif hicrelerinaksine af €éza CD8 T hg¢crelerinin, T h¢c
anda CCL5 proteini cretebildiji g°steril
yé¢ksek seviyelerde depol anmék ol an CCL5
bul gul ar , haféza h¢gcrelerinin, TCR sinya
tepkisi baxklatabil me kapasitesi nearksahi p
(2006)).

CCL5"in T lenfositlerini -ekme ve akti)
k on mu&chall r . ve ekiby apt éj é CChb5liné k nbacdliéle
CD4veUCHLl1pr ot einl erini takéyan I nsan kan
-ektiJini bul mukthlhigcr edDedr+i/,UCdHadHa 9Tnce al

bajékeékl ék tepkisine hazér hale gel mi kK yeé
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T h¢cre i1 klevinde yer al er . Bu nedenl e,
hafézasénén olukumunda °neml i [laptavave o | oy
ark.,(2010)).

2.8.UNMK Sinjenik Tumor Modeli

CCL5 ¢zerinde yapeéelan arakteéermal ar, CCL
yaratt éj eneée KugvVe ¢kibit mekt eddan yapélan ©bir

kanser. 4T1 fare modelinde tg¢mor kaynak.|
potansiyeline kkk €éda bul unduju bulunmuktur. Daha
sahip 4T1 h¢crelerini takéyan farelerde
°] -¢de daha az olduju g°zlemlenmicktir. B

dahaiyi anlamak icihnRA i nterferans y°ntemiyle CCLS5

farkl e 4T1 h¢cre klonu ve CCL56I s¢rekl i
gel i ktirmiktir. Bu i ki far kl é me me t ¢ mo
potansiyelini k ar ekgptesyenunarmr herékk rhoaeldé dedvHC CCL
ekspresyonu, b¢g¢yeme héezé veya metastatik
bul mukl arder . Bu sonu-1lar, t¢gmer kaynakl
kanserinin ilerl emesine oStemektediiLaptevave k at k &

ark.,(2010)).

CCL5"in 4T1 kanser hg¢cre hatté ¢zerinde
- al ékknya-ttranaltedava dé veril en yenilik-i bir y¢
ama-|l anméexkteéer . Bu y°ntemde, t¢e¢mer dokusu
yokedl mekt edi r . -ttearl neaklmat,e dkarviiyno n akci j er dek
bir kekilde engelledijini ve 4T1 meme Kz

farelerin uzun s¢re hayatta kal mal ar éne

bag &kl ék Si st emi czerinde MDSC seviyele
h¢creler) azal ma, DCo6l erin (dendritik hyg
ve M1 tipi makrofajlaréen aktive edil mesi

yar at mneak,krgygat er mal tedaviye rajmen 4T1 f ar
seviyede dejildir. Bu nedenl e, tedavinin

hedefe y°nelik ila-1ar gibi bakka tedavi
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Son doénemdeCCL5 antagonistlef CCL 50 i i nhi be eden [
i mm¢gnoterapilerinde olumlu sonu-Ia+ verm

termal tedavi ile CCLS'inantt ¢ m°r baj éxkékl éjée ¢zerindeki

-al exma vy apBmwé k-laalrédkémnma d a , C C--)Fareterkleskiiylo | i ] i C
ter mal tedavinin etkileri 4T1 model iyl e
eksi klijJi ol-aer marFrelteddei ksogoasé hayatt:
MDSC seviyesinin dah@l a d¢Kt ¢] ¢n¢é¢g g°stermi ktir. Ay
h¢crelerin olgunlakmaseéneé, M1 makrofajl a
Thl gibi temPr karkete alt k¢egmelere far k|

ol ukumunu dest ekflaggmi gmoli ar i zMals yroankur oayr € c a

baskél ayéece ol an Treg vV e Th2 he¢gcecrel er
h¢crelerinin kanser h¢ecrel erini hedef al
ol muktur. ¥z€CLB, eksi kU-HNYDBEENRO(ERCEBE aza
kat kéeda bul undejmal ved&viiyol e, baj ékék
savakmaya Vy°nelik gé-1| ¢ bir yanet ol ukt
arterde] énduvglrs,(0R2))mi kKt ir

4T1 memek anser i h¢cre hatt é, il k ol ar ak
Enstite¢gse ndeki arakteéermaceéel ar taraf énda
ejilim nde oldujundan, °czelli kle kemiije
yéllarda kaaesda 8éhkhktéKitlkalémang kahsarid é r
h¢crelerinin, farelere yerlextirildikten

organl ara met ast aZaoyak[(20088.Budzellik, kamserik t e d i r
metastati k s¢re-Ilerini anl amak ve tedavi
bir °neme sahiptir. Ayné zamanda, kanser
arakteéermalarén bir par-asé lodmém&k,d&kogiud

daha fazla dikkat cekmektedir.
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Plazma Inflamasyon/

Membranini Immiin Cevap
kekid4dTLOgenleri hg¢gcresel konumGastrilen kategonleze ggehr e k a't
4T1 metastatik fenotipi ile i l1ikkildi@ genler «keki
yéksel mi k, ma v i ile g°sterilen genler ise 4T1'de
temsil etmekte olup,asj éna d¢ken genler salgélanan genleri t
di kd°rtgen h¢gcre 0 - membranl aré temsil eder ve

bulunan genlerdir (Tawge ark.,(2008)).

Kokul | and é(coaditiomedkmeadiumt @GvV? zel | i kl e i -erdi]j
Ve kemokinler aracél éejeyl a baj ékéekl ek
oynamaktadér. CM, mezenki mal kok he¢gcecre (
antirenflamatuvar etkilere sahip 410 ve TGFb gi b s i D-ejenieratif e r i
VEGF gibi faktorleri icerir (Muhammad Firdawe ark.2 0 2 3) . MSC kaynak
bajékéklek yaneétlaréné mod¢l e ededldlx, inf

seviyel erd nbu ddgax ¢oateai mmen hastal ékl arén t
sunar. Ayréca, CMOonin i-AeeCXCll2z(SKBolm ki nl er

mol eke¢l | er aracel éejeyl a monositlerin \%
y°nlendiril mesini osaykéar s¢becdnani dbknl and
CM'"nin kanser ve bajéekeéekl ék d¢zenl emesi (
yeni stratejiler geli.ktirilmesine ol anak
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3. GEREC VE YONTEM

Kl gili Y¢ksek Busasbhsdapz|, nabVérmasesi Ha
Yerel Etik Kurulu 09 Ocak 2024 tarihli, 20231/10noluk a r saru@ia | & nzmé K
sonrasénda ger-eklextirilmiktir.

3.1. ¢aléekmada Kull anél an Maddel er
Bu tez kapsaménda kull anél an ki frgasal \

sér ak @mnmé Fo s f attuz -Pzzlusp(PBS) (EURAI&MUN, Almanya) ;
F°tal Buzdé Serumu ( FBS) ( Bi oStrepsomisin (Biowash s a ) ;
Fransa); RPMI1640 (Biowest, Fransa); Ficoll,d77g/mL (Capricorn Scientific,
Almanya); Karboksifloresan &sinimidil Ester (CFSE) (Biolegend, ABD); FACS
Flow Cell Wash (BD, ABD); Tripsin EDTA (Biowest, Fransa); 2'7' diklorofloresin
diasetat (Sigma, ABD); DiamailoreseirFM diasetat (DAFDA) (Sigma, ABD);
Propidyumkod¢r ¢°zeltisi (Biolegend, ABD); Purified anthouse CD3 Antibody
(Biolegend, ABD); Anti-mouse CD197 (CCR7)(klon:4B12) mAb (Biolegend, ABD);
Anti-mouse CD183 (CXCR3)(kloBXCR3173 mAb (Biolegend, ABD); Anti-
mouse CD62L (klon:MEL14) mAb (Biolegend, ABD); Antmouse CDG69
(klon:H1.2F3) mAb (Biolegend, ABD); Antmnouse CD45.2(klon:104) mAb
(Biolegend, ABD); Anti-mouse/human KLRG1 (MAFA)(klon:2F1/KLRG1) mAb
(Biolegend, ABD); Anti-mouse/human CD44 (klon:IN7mAb (Biolegend, ABD);
Anti-mouse  CD103Zklon:2E7) mAb  (Biolegend, ABD); Anti-mouse
CD3(klon:17A2) mAb (Biolegend, ABD); Antmouse CD8&klon:53-6.7) mADb
(Biolegend, ABD); Anti-mouse CD4 (klon:GK1.5) ) mAb (Biolegend, ABD);
Recombinant Mouse CCL5 (RANTE@iolegend, ABD).

3.2. Hazér |l ana®°zekilermponl ar ve

PBS¢Ozeltisi: Steril PBS tablet 1000mLk&an a bi r kaekide dHOdlyac a k
eklenerek (1X)-°z¢ld¢,ve ot okl avl anarak sjeednal i(2& A€

muhafaza edildi.

29


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

Tam RPMI 1640 Hcre Keltére Or t a nglitaminlieren RPMI 164G zerine
son konsantrasyonu %10 v/v olaaakildef et a | b u FBS) (eeisakve)u m (
%lvivolacake ki | de penisilin/streptomisin ekle
Karboksifloresan gsinimidil Ester (CFSE}°zeltisi: CFSE tuzu (5) ¢zerine
1 8 ®MSO eklenerek®zld;,ve-8 6 AC6de sakl andeé.
Tripan Mavisi¢®z e |l t i s i : Steril or t amd, QKt-zeltit ém s o
hazeéer | 2d&!| ivke fOkilrtirledd e rjéQyddaa s(é2c5aAkA)é mu h af a
Recombinant Mouse CCL5 (RANTES) (carrfeee): 10 ug a € | msotigyen
tepen 1 -erisind&r-YX&ulpoalsé y#80i@deer 5 aakdl eaanldag
1 mliginde lugolacak ek i | de ara stok hazérl anarak Kk
LEGENDplexE MU Proinflam. Chemokine Panel 1 (p8x): LEGENDple
Fare Proinfl amatuar Kfewno ikti oomdPtamesll e r iln dved 2Kk
czere tasarl anmék multipleks boncuk bazl
(MCP-1), CCL5 (RANTES), CXCL10 (IPL0), CCL11 (Eotaxin), CCL17 (TARC),
cCCL3(MIP-LU), CccCclLBd)(MCRCLY9 (MIGBGU), CCXEZEQS5( MLP

CXCL13 (BLC) ve CCL22 (MDC) dahil ol mak ¢
ol arak ©°1 - ¢ Bunparelj geleneks&bBJA lydmtemine gore daha yuksek
hassasiyet ve daha genik dinami k aral ek
kel tereg séepernatant °rneklerinde kull anéi
33.Deney Hayvanl aréenén Baréndérma Kokull ar
Tez -al ékmaséenda kull anélan fareler,

Arakteérma Merkezindenkoeammilareai boil sitnidw r
¢al eékmada, BBA LhBd fct atl ¢érk¢ d6 K i farel er kKul |
e

°ncesinde 10 g¢nl ¢k karantina s¢grecinden
sayéséna g°re ilgili kafesl ere ayreél mex
hayvanaljaérréré k ortal amaseé ayne Kekil de o]
daj el tled ynéxrléar én su ve yem al émlaré serb

Baréendéer-md 6€éocokPakfk kekilde sabit tutu
12 saat kalr9an0l0é kar(als7é. 0OaOy denl eék) d°ngg¢seéeyl
Hayvanlar ilgili deneyler kapsaménda ot

(dirty cage) ortamda ar éndér el mexkt ér
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4T1 h¢cre hatte Hacettepe | niversitesi
Géinek ESENDAJLI & dan temin edilmicktir.

3.4.Fare SplenositK z ol asyonu

Sajl ekl éalféeamreaen edaleank | ar f4i0zuink ssetle rall a rmeeks
ge-irilerek h¢gcrelerin tek tek:d¢ wmeaeamié ngd:

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

2077 g/ mL) ekl enmi ktir. Seyreltilmik dal
yavak-a yayel de. H¢ecrelerin Ficoll Yy ézZe)
rpméde 20 dakika santrif ¢j edi |l mikair. S

olukan periferik kan monong¢kl eer h¢gcecrel e
dikkatlice toplanl. € Topl anan hg¢cr el er, ddeizennetanh i k f a
dol acak kekilde 1X PBS ekl endar ®genatin0 0 r p

uzakl akt éréel mék ve hg¢gcreler, sayem yapab
Kstenilen deney gruplaré, h¢gcre sayémé v
analizl ere d e Eldemedilend bul hiicreldr i splenoistler olarak
adl anaketré&d ek i | 11)
”’\a«w Saglikli 6-7 haftalik BABC/L disi
" @  Loont 8 | ... fareden izole edilen splenosit
— m — 'n_ L hiicreler ile 4TICM ile ve CCLS
(LD, : " rekombinant1 ile kiiltiir edilmistir

keki SajllB8katt al ek BABG/ Ld adspejositizdasyoau

3.5. 4T1 Kokul | GComdiionedMedmomXopl@rat a m (

ATI1H¢cr el er yi G0k Kordluedskseviyesie | akt €] énda, or
be¢y ¢ me faktorlerinin daha homoj en ol mas
HicrelermLd #x#®Pol acak «keki | dHicretek bumitamdatgadtand é .
ink¢be edili Knk3IbAG,Yy 051% s@©® udhidkak &ktoll it ga & lsé
steri|l koni kHtegpé ekal akt @alr &d280n0d0a nr pam 6édned &
dakikasantrifijedilirS¢ per nat ant vy elBlde edidarsiipernatapted.22 k t ar ¢
Omoél i k steril filtreden ge-irilerek h ¢

Conditioned medium20°C uzun sureli saklama igin alikotlanarak dondurulur.
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3.6. Uzun Sure Kltar
Splenositler 200.000 hackélekdegmelyake kall

kel tegre edil erek, aktivasyon ve fonksiyo
H¢ecreler, (i) yalnézca T hg¢gcr el ekiithri - er el
edilen grup, (iii) 4T1 h¢gcrelerinden el d
k¢lt¢egre edilen grup ve (iv) CCL5 rekombi
dort farkl é& kKekilde ink¢be edil di. Kel t ¢
olarak) 8 ila 16 g¢n boyunca 37AC, %5 CO
i ki géende bir besiyeri dej i Ki mi yapél ar
Ayraéc bel irl i deney antfarggdDa moaokldnantikoeu-ile | i k u
uyar él arak veya herhangi bir (kakBEmalbtar

ONLYT 137ugCM 137ugCM  20ugCM 20ug CM CCL5

+CD3 +CD3 +CCL5 +CD3 +CD3 +CCL5+CD3 +CD3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

5 \ = / 7 N TN x > K

A ) ( ) YCOYC DY)

10000000000 0O

1000000000 0ee

1000000 00000¢

-OOC00000LO0O0

100000000000

o O Q( O ‘O OO0

ONLYT 137ugCM  137ugCM 20ug CM 20ug CM CCL5

\ -CDs -CD3  +CCL5-CD3 -cD3  +CCL5-cD3  -CD3
kek IStépe. | ve k r| k a8 eflsa fktoaklud Kif aBriedniBarc dtednt well adne
splenos tler, 8., 16. vV e 2 4. géenl erde uzun S ¢ |
dejerlend r | d . FIl ow s tometr kull anél arak yap
grupl arda haf érrak dIm,h ¢¥rretleem 3h.e8 dddPe t &d &@ml aendd 8 jeén
h¢eg¢cre dePn¢gkegm prof | ne g°re TRM, TCM ve TEM fe
saflaktérélarak ayreéldée. Saflaktérél an ¢hcafeszgd T
ol acak kel tlgde deemeyl er-k¢lgtegr-rek|l 2xktve KBd gegHober or
bel rt I en protokole wuygun ol ar ak, haféeza T hg¢c
s tometr O een eayn aglr uzp | eadr él dKl(EDBeI13I7d &3 CME7 ubgl @M
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+ 10 ngCERBTLBQ i@P3cm0o Og CM + 10iCDB GCUD Wng LLdé&c
CD3: CD3 wuyarémé yapél mamék; +CD3: CD3 wuyarémé y:

Deney s¢reci boyunca h¢crelerin canl él
d°n¢kem duruml ar e, bel irli zaman noktal a
analizlerdeflow si t omet r i si temel | i y°ntemler k ul

analizi hem de sitokin profillemesi icin CBA (Cytometric Bead Array) yonyéeni
°rnekl er al éneéep il giMontemBaaCEY2) CCL3dE@CLA e] er |
CCL5, CCL11, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL1, CXCL5, CXCL9, CXCL10 ve
CXCL13kemokinler analiz edildi

3.7.Uzun Sire Kiltir So nr @srel é | &ledmasi é n

Uzun sire kulture edilesplonistlerinc anl é1 ék anal i zini ger - ¢
U kuyulu 96061l ek h¢gcre kegltereg plajéndaki
2000 rpmbode 5 dakika santrif¢j edildi. EI
surede ikinci kez santrifijedildt ¢ per nat ant di kkatlice uzak
pel ete, y¢zey belirt eantfareCDhvVe-CDSamadn &€tolr ¢ rame
(her biri 5 OL) eklendi ve hyg¢ycorneal ebré r+adkAed

Knk¢basyon s¢gresinin tamamlanmasénén ar
yékanarak 2000 rpméde 5 dakika santrif ¢j
czerine propidyum iyod¢gr (Pl) boyasé ekl e
dakikaboynca i nk¢gbe edil di. Bekl eme s¢resi to
PBS ile yéekanar ak sé¢Spansiyonun son hac
Hazeér |l anan h ¢ flowsitorsetis ife analz edinekizere FACS ARIA
(I ci hazeéemidai -oikru maa z2(ékledhiall el et i ri | di
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stratejisi.

38.CD4 +

Uzun

toplanarakl X P B S

vV e

s¢re

CD8 +

kel teore
ekl ene2®k0 yrekrahdne k3 édaki ka
Hucreler 200ul serumsuz ortamda (1X PBS) yeniden slspanse hale getirilerek Gizerine
anti-fare-CD3, -CD4,-CD8,-CD69,-CD103,-CXCR3,-KLRG1, -CCR7,-CD45.2,

edi
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-CD44ve-CD62L antikorlaréenén her Db(@lablo2 5 OL
( kekiHicrelewwYort eksl enmi k ve +4ACdde 40 daki

Knk¢basyon s¢gresinin sonunda, he¢gcrel erd
amacéeyla 2 mL PBS ekl ener ek, h¢creler 2C
Santrif ¢j sonrasé s¢pernatant, baj |l anman

i Kl emiséesdara h¢igcreler 150 oL PBS -
i mm¢gnofenotiplendirme anali zi i -in hazer
Hucrelerin immindenotipik analizi BD FACS ARIA 1ll flow si t omet r i ci
kull agetraekkexktirilmiktir

Tablo2Haf eéza T hg¢c femotipetit grupl ar énén

NAIF TEF TSCM TEM TCM TRM
CD45.2 - - - + (Hi) + (Hi) + (Hi)
CD44 - (Low) - - + (Hi) + (Hi) + (Hi)
CD62L + (Hi) - + (Hi) - (Low) + (Hi) - (Low)
CD69 - - - - - + (Hi)
CD103 = - - - _ + (Hi)
CXCR3 - - + - + +
CCR7 + (Hi) - + - (Low) + (Hi) - (Low)
KLRGI - + (Hi) - + (Hi) -+ - (Low)

A
\

FSC-H FSC-A ) cD3 )
. P3 CD4 MEMORY T
< (2]
= 15eM _ | Tsem
3 Tsem | Tsem s Pg a
S g P8 .5 8
(=] ()
[}
CD45.2
€D45.2 | > CCR7 KLRG1
CCR7 KLRG1 p7 |
PS5

o o of (R g-l- :l-
2 g g g 8
O TEm
S Gjm  Cjmmmmm |os | [
b CCR7 KLRG1
D105 CCR7 KLRG1 D103
kek IFl b4 sitometri analizlerinde haféza T h¢crel

kapél ama y°ntemi
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39.Haf éza T hg¢gcre Alétr éGrnmuapsléar en Safl a

Kmm¢gnofenotiplendir me somrnd aé e Mé Kt érd
saptanan hafeza T hy¢ cgceesalatérgrau CieCe&S )f lyo r
FACS ARI A 111 h¢cre saflaktérma ci hazé 1|

FACS y°ntemiyle h¢gcre saflakteéer él mase,
al t grupl arénén ayréel maseéenda b¢yeék °nen
i karetl enmi K pozitif h¢crelerin I -eri si
k ap el amdiaforwadisoatter (FANT ve side scatter (SH)OF veya forward
scatter (FSCAveFSCH gr af i kl erinden yararl aneéel ar ak
h¢crelerin ayeéert edil mesi) yapél mexkter.

artesadalk e t ek h¢e¢crel erin a®@ann as éenddial, me

hicrelerin grandlaritesi (SBT) ve boyutuna (F§ N T) g°re yeni bir
gidi |l mi ktir. Bu, °czelli kle T h¢gcrelerini
deji ki klikleri daha iyi dejerlendirebil m

Bu genel kapel ama stratejilerinin arde.i

det ay !l & i nigneahtidayeeCD3, ICDAevke CD8nmonoklonalbelirteclerine

dayalé bir nokta sa-él ém grafifj]i ol uktur
ve CD8 negatif T h¢gcreleri, haféeéza T hy¢ct
grupl arén belirlenmesinde k%rkd ralki hhkaif re zlarsiée!
s¢reli koruma sajlama kapasi t eantearet a-é@€s
CD45.2, CD44, CD69, CD103, CXCR3, CD62L ve KLRGionoklonal gibi
kemotakti k ve aktivasyon belirte-Ilerine
°czelli kle h¢gcrelerin migrasyon potansiye
analiz (eldelimi kX5)r

FACS y°ntemi, hafeza T h¢crelerinin S
analizler sajl amakl a kal maz, aynée zaman
anl amaméza da ol anak taneér. Bu safl aktér
T hicre populasyontaé , daha il eri fonksiyonel an
sunmaktadeéer . Son ol ar ak, h¢crelerin safl
FIl owlJo yazeéel éeémé kull anélarak detayl é& kKeki
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flow sitometrik apél ama strateji si

3.10. T H¢cre ¢ o) alma ve Proliferasyon Karboksi Floresan & ksinimidil Ester
(CFSE) ile SplenositH ¢ crelerin Kkaretlenmesi

CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester), hicre ici proteinlere kovalent
ol arak bajlanabilen, floresan °zellikte
girdi kten sonra uzun s¢re hegcrede kal abi
lenfositle r i eti ket emek, bu h¢crelerin g°-¢n

37



kull anRgdréeeg . i -ine girdikten sonra hg¢gcre

d°n¢ker ek fl oCéEsS&n nihml e@n g @ Iniem.l i avant aj
bl ¢nmel erini takip edebil me i mk©né sunrt
floresanseé i kiye b?°18ahirce bblinneesiizlenebdiaAneakl e y a k

yiksek konsantrasyonlarda toksik etki godidme bu nedenle optimal dozda

uygul anGraS E dielre i karetlenmik canl é& hg¢gcr el
sonra ger.i keadzid reéblidp ranaAlyirzeca Vy¢zey bel
antikorlarla kombine edildijinde, far kl e
de izlenehbilir.

Uzun sire kultir edilen 1x8Gplenosithiicreleri, 1 mL FBS icermeyen RPMI

1640 besiyer.i Il -inde s¢spanse edi |l mi ktir
ekl enmik ve karéxkém, h¢gcrelerin yeterl i K
vorteksl enmi ktir. Ar d é m3d78AnC,6 dhe¢, d rneklsebre 1eH i c
ink¢gbasyon, CFSEO6nin h¢gcre membranéndan

s¢re-te hegcreler tarafeéendan tam ol arak el
CFSE boyamas€rRS8EBE bhadeadma,reaksiyonunu
FBS iceren tam RPMI 1646klenerek hiicreler, 5 dakika boyunca buzlu ortamda

bekletil miktir. Sojuk ortam, h¢gcre metab
stabi l hale gel mesini sajlar.

Knk¢basyon sonraseé, h¢creler +4ACb6de 2
edi |l mi ktir. Bu akKkama, h¢gcreleri pel |l et
temi z|l enmel erini ve gereksiz serbest CFS
di kkat |l iecreé |ludzéakktlaank tsonr a, hg¢cre pelletine
ekl ener ek, ayneée kokull arda 5 daki ka dah
h¢crelerin ¢gzerindeki fazla boyayé ve se

i K| egpesifikif i nives ahdamel erin daha dojru ana
Son olarak, hicreler 100 pL tam RPMI 1640 icinde, her bir tipte 200.000 hticre

olacak kKkekilde s¢spanse edi |l mi ktir. He¢cer
h¢cre -ojalma analizlerinin g¢é¢venilirlifij
duyazeéelel i°kl er i nedeniyle karanl ek ortamd
floresan ©°zelliklerinin bozulabil ecej.i C
boyunca éeékék maruziyet.i en aza indiril mi:]
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311. Safl akteéer él e K Haf éza T (iHQdirme!l er i ni
e

m
Kapasitesinin Dejerlendiril mesi

Safl akteréelan haféza T h¢ckegl g, edilTlk mh
Bu ikl em, dg¢zpl9abk aksuéynudau 2h0;0c r&L hacmi nde g
hicrelerinin  hedef hucreler Uzerindeki 06ldirme kapasitesinin gdzlemlenmesi
ama- | an rmékti.dKiltiki® )4. gininin sonunda, T hicrelerinin 4T1
h¢crelerine karkeé g°sterdiji °ld¢grme pot e
hiicreler tripsilE DTA kul | anél arak 12 OL miktar énd:
dakika sureyle santrifij edilerek PBSI e y ékanméxkt ér .

Yékama i KI emi nd e antHfareeOD3 ave -CDH5, monekloralr e

antikorl aré ekl enmik, her bir antikor 5
+4AC6bde ink¢g¢be edil miktir. Bu adéem, T hyg
Kekil de tanémlanmasé ve anali zi I -1 n ger e

2000 rpméde 5 dakika santrif ¢j edil er ek

h¢crelerin safl éjéné arteérarak, dojru sol

Daha sonr a, h¢cre pell et czerine 7AAD
oda sécakléejenda 15 dakika s¢reyle 1 nkygl
betenl ¢ ¢neg bozan °1 ¢ hegcrel eri boyayar a

Bu boyama, o6zdllk | e h¢e¢crelerin canl el ék Oranene

Knk¢basyon sonraseé, h¢egcreler tekrar PBS
santrifg¢gj edilerek s¢gpernatant uzakl akt e

Son adéemda, h¢gcrel er floB BitomEth € $ h aSzyémpdhao |
dej er | en dFlow isitometrk t ithre.cr el er i n yézey bel ir
duruml aréné hézlé ve dojru bir «kxekilde
°czelli kle T h¢crelerinin 4T1 he¢gcrelerine
i mmegn yanétl aré deltamdlet ae&nl de i zI| emeyi

FSC-H
CD45
CD3

FSC-A FSC-A FSC-A
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keki $afllbakt ér @€l an haféeza T hegkerletl¢erréi nsionn rdaTlslé ,t ¢3m®° r
anti-fareeCD3 ve -CD45 monoklonalant i kor-AADé cahbkél7ék boyasé kull a
h¢crelerinin t¢egmPr heéecresi °l d¢grme kapasitesini (

CD4TCM (8) CD4 TEM (8) CD8M (8)
4T1 (1) 4T1 (1) 4T1 (1)

12 3 ! 5 ! 7 s! 9 10 1 12
:OFO™O™JCHIOK™JOO
3 GUN 2 Q C O ; O ) O ) ()
KO-KULTUR ¢ O C () C O ‘ O
CD4 TRM (8) - 4 O C O \_/ O ) O % I\ ) SADECE
4T1 (1) B O C ( C O O 4T1
4GUN : O C (: C O O
KO-KULTUR & O C ( C O ‘ O )
SOIo0coc1oIOoO0O

CD4 TRM (CD3+, CD4+ CD8-, CD44+, CD45,2+, CD69+, CD103+, CD62L lo, CXCR3+, KLRGI lo, CCR7-)
CD4 TCM (CD3+, CD4+ CD8-, CD44+, CD45,2+, CD69-, CD103-, CD62L+, CXCR3+, CCR7+)

CD4 TEM (CD3+, CD4+ CD8-, CD44+, CD45,2+, CD69-, CD103-, CD62L-, CXCR3-, KLRG1+, CCR7-)
CD8 M (CD3+, CD4-, CD8+, CD44+, CD45,2+, CD 62L)

kek7.8afll akaféérzed am( TiB®r &) eTCM 1, TEM 1 ve genel h a
(CD8M))ved4Tlh ¢ cr el er i ni Rokilt®i 1 i or BnEéhdafl an deneysel 'y

312Si tokin Boncuk Tabanl(GytokiheBeddArrak@BA) i z Y?©°
Yontemiile Knm¢n Y a Srgnén Belirlenmesi

4T1 hucrelerilx1® hicre/mLo | acak «kekil de ekil miktir
sonunda, sé¢pernatant késme al énarak 2000
i Kl em, hg¢creleri el emine etmek i-in ger -

bir falkona al énméxteér.
4T1 hicrelerinden toplanan stpernatanlardaki CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5,
CCL11, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL1, CXCL5, CXCL9, CXCL10 ve CXCL13

kemokin d¢gzeyleri, flow sitometr.i tabanl
Array, CBA) y°ntenkiekiille 1d7ej.erBuenyg? ni ¢ ohj
°rneklerl e -aléekabil me avantajé sunmakt a
tayinine olanak taneéer. Kull anél an boncu

yojunlukl aréna sahi(({E0G®7)upy arsd eAcsigAvg KDIO t
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APC kanal éeéndaki sinyaller temel al enar ak

dojru b°l gede yer aldéjé dojrulanmék ve

A_beads O eanaxin (A6) (Ccl_ll)
O

O TARC (A7) (ccl_17)

O ke s (C)(CLI) Usgated (= 30740 _ Abeots vetosn = uemmv-?u:l “

O mcra o (CCL2) % ‘
u%mod C3 § no: ».,‘J g
OO ric w2 (CXCLY) FOPE AN N ‘ —

- 0_besds (N=961) =
e 4
£
&
f‘:w'?: 2 % ﬁ‘?‘,
2CH
Ungated Bre3163) A bends IN=943] x B_basds (N=919) x
A .|‘V 0
. A
5 s 5 I l l l |
Cl:,, v i %
"R E R % % -] ; T T T :
- - i »en ocn
f5cA
Ungated (N=3167) A brads (¥=911) = 5 beads IN=333) 5
* Lol
O RANTES (A (ccLs) g E
O miraa s (CCL20) |
o -3 o 2 L f: ?: B h“:l::
wew

2cH

Density

) B % £ kY 2 T % @ B %
O wromsn (CXCL10) Z g 58
O rmirara war (CCL3) U R3] fredmoen % Sbeotsbesssl

B_beads

O rrap s (CCLQ) w ’ 4 o) 1 = 1y

O Brc Be) (CXCL13) c4 % 10t .‘ i g ‘
O ux .7 (CXCLS) | A l

O mpC 89 (Ccuz) o1 .

o
Dari

10*

" Ll

A_beads (4=368)

Ll

Densty

0!
10t
0
o

10
0
10

FSCA

A_buess IN=273) x 8_beads (=305 x

| ey
a ”-z" 2 a a ;@i., a a

k e k 8 ICCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL1, CXCL5, CXCL9,
CXCL10 ve CXCL13 kemokinlerini tespit etmek i-1in
array, CBA). Boyut ve floresan éxkéHKasagtrasygon® n¢gne al
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Ardéndan, EEGIEINDRULUE Kk anél ar ak kemokin S

Analizl er, kitin ©°nerdi] iflovasitoaméticz hparzceghrdaam:
ger-eklextirilmiktir. Bu anali z, i nfl ama
etkilekimlerin detayl é bir kxkekilde incel

Bir sonraki akamada, 4T1 h¢gcreleri il e
ik defa tekrarl anméxktéer. Her bir ©°rnek

icerisindeki liyofilize standart ¢6zuldu. Standart, tamamen ¢Ozulene kadar 10 dakika
inkek be edi | mi ktir. SektCZ),herdipe 7b gLiAsshyeBaofferi r i | m

ekl enmi kK, yalnézca C7 t¢pene 250 OL Ass
ekl enmi ktir.OX0 kpdg/mL (Kansamntor asyonunda
biril4 oranénda ser.i dil ¢syonl arl a hazérl at

yalnézca 75 OL Assay Buffer ek8.enmik ve :

25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul
T T T Y A T
C7 Cé6 C5 C4 C3 c2 C1 co
250ul assay 75ul assay 75ul assay 75ul assay 75ul assay  75ul assay 75ul assay 75ul assay
buffer+ standart buffer buffer buffer buffer buffer buffer buffer

keklD.CBAdeneyl er i standartl ar &n h a.5208pgimk)nOh §625€ . C7 (
pg/mL), C4 (156,25 pg/mL). C3 (39,01 pg/mL), C2 (9,77 pg/mL), C1 (2,44 pg/mL), CO (O
pg/ mL=blank). C, concentration: konsantrasyon (bi

Standart ve Orneklerden elde edildmavuzlardan her biri igin tupler
isimlendirilmiktir ve her t¢pe 25 OL As
kull anélarak (12 ©°rnek havuXidtiples)ddneyr bi r
devam ettirilmiktir. Her %er stamdart dilisyomnu z u n d &
t¢penden 25 OL al énarak, her te¢gpe Assay |
eden ink¢basyon sérasénda, her t¢epe 25 Ol
shakerdéda (800 rpm) ink¢be edi Ibmijdtainrma sBL

sajlayarak analizin dojrulujunu ve hassa:
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Yékama -°zeltisi ol arak kullanél an Wast
ekl enerek 1X konsantrasyonuna seyreltilm
¢czerine 200 OL Wash Buffer eklenmik ve 2
Santrif,,jhesrontraptten s¢pernatant di kkat !l i
Wa s h Buffer il e tekrar edi I mi ktir. Bu

temi zl enmesini sajlayarak, analizin saf/l
tipe 25 pL Detecton Buf fer ekl enmik ve 1 saat bo
rpm) ink¢gbe edil mi ktir.

Son olarak, 25 yL SAAE t ¢pl ere ekl enmik ve 30 da

shakerdéda (800 rpm) ink¢gbe edi Il mi ktir. l
hezénda 5 dakika santrif ¢] edi Il miktir ve
ML Wash Bufferi | e yeni den yékama iklemi yapél mét

¥rnekl er, 150 OL Wash Buffer floWstometgspans e

ci hazénda analiz edil miktir.

3.13. BCA (Bicinchoninic Acid) Protein Analiz Yontemi

BCA y°ntemi, protein konsantrasyonlarén
bir fotometrik °l-¢m teknijidir. Bu y°nt.
girerek, 562 nmoéde maksi mum absorbansa
kompleksinoptkp j unl uj u, protein miktareée ile doj
konsantrasyonu hesaplanabil ir. Anal i z, g
ger-eklexktirilir. KI'k ol ar ak, BCA reakti
karréékltaér ak -al éxkma -°zeltisi haline getir
hazérl anan BCA reaktif -%zeltisiyle karé
pipetlenir. Ayr éca, her analiz i-in BSA
protein ¢ zel t i si hazeéerl anar ak, 1 Og/ mL [

konsantrasyonlarla ©plaka ¢zerine pi pet|
czerine 200 OL BCA reaktifi ekl ener ek i1
sureyle inkibe edilir. Bu stiredegeinBCA kompl eksinin ol ukn
Knk¢basyon tamamlandéektan sonr a, her kuy
edi |l en absorbans dejerleri, °nceden h a z

konsantrasyonu ol arak hesaplanér.
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3.14. kKstatiksel Analiz

Tez -alékmasénda el de edilen veriler,
yazél emlaré kullaneéel arak analiz edil mikt
karkel akt érmalar i -in Student's t testi,
uygul anméxkt ér . Nor mal daj el anNhithgy%Ustetie r me y e
(i kil kar ke l-\Wxltléiramat) e svtei K(riuksikcad n f az | a k
Gruplar araséndaki faAValk|l AINOWA arelsa ml & IBok
post hoc testiilebi r 1 i kt e) ve =-oklu test met odu
Kstatisti ksel anl aml él ek p<0.05 ol arak k

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 ikaretl emel

verilerin Gaussian daj él em g°sterip g°s
Spea man korelasyon testi ger-eklextiril mi:t
regresyon ejrisi -1 zil er ek, Pl kki d¢zeyl
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4. BULGULAR

4.1.4T1HucreleriTar af éSad g 8 IFakidreenm (Kok ul | an@rtam,é1 meé K
ConditionedMedium, CM) SplenositCa n | &tegnjdeki Etkisi

Sajl ekl é& BALB/ C fareden (y°ntem 3.3.) &€
bakéna veya 471 CM varl éjénda 8, 16 ve 2/
sonucuna g°re 137ug ve 20ug 4T1 CM kul Il ai

KIl'k deney grubunda vyapeéelan PIl, CD4 ve
boyamasénén T | #@owsckitorsetri8. k@peseotaalg®canl| el ¢
deney grubunda ger-eklextirilen PI, CD4
canl el ek bwowemas éehedmaf osit kapésé temel a
total hg¢cre canléel éjé a-éséndan grupl ar
L Pl g g 18 :

e men me en | me o me
kek20.b6i8 haftaléek sajl ékl & BALB/ c airttare€D3antitorud en el d
varl éjénda veya kontrol kokullarénda 8, 16 ya da

h¢crelerin canl &l @&k dur umu n uflowsitoreetriit elmeth mhé s iknaep ey @
stratejisi

Temi z kafes ortaménfaamalrarzd eknal eanédke BeAdiB
kaltarlerinden ¢ m grupl arda h¢gcre canl éel ék oranl
sapt anfTmélketnéfro.si t flow sitpnEesiE® a Gémet ot al canl e
Toplam h¢cre canl éel éjé a-éséndan grupl ar
gruplarda canl el ék oranlarénén %806in ¢:
+CD3 20CM Og grubunda topl aimr lceammiéd éke dg
grupl ara kéyasglkag khagflisft elr mi kKt i r .

T Ienfosit flowaitpneesi2#ha Gonetot al canl el ek
h¢cre canl él ejée a-éeéséndan gruplar arasén.
137CM Og grubunda canleéelék oranée %58, +C
belirl enmik ol up, bu illkiml gruprdcgdel @ri
g°stermektedir. Dijer gruplarda ise canl é
edi |l hke®it 2
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8. giin Total Canhlik 16. giin Total Canhhk 24. giin Total Canhhk

+CD3 -CD3 +CD3 -C
137CM 20 CM 137CM 20 CM 137CM 20 CM

keklTemdi z kafes ortamérfarmdreuad elnalerhde BRALB/Mi K sp

+CD3 -CD3 +CD3 -CD3

8, 16 ve 24 g¢é¢hnh uzun s grlieve Risglintuzgun site &itigad n rcaasnél nédl aé kT

h¢crelerin canl ékéeki odrd®9éma@ shakmakli §ii kapél ama s

ve CD8+ monoklonal fat€DaniBKogl EMé EOPEABExGECN
€

ona
CM;CD3 20ug CM d€bgdy GbBpupaeéemeée yapél mamék, +CD3

Temi z kaf es ort aménfaamalrarzd ekna | anédke BeAdiB

kulturlerindenT | enf os i t flow sitpneesi@ naGgAr €ED4+ T hge¢cr

sonu-1| ar ée.

Al t pop¢l asyonl ar i ncel endi-CD3M87€EM pgCDh 4 + -
grubunda canl el ek or anée yakl akeék %70 i
Uzerindedir. CD4+ alt populasyonkenfosithticreleri- er i si nden CD4 vV e
pop¢l asyocanl ek e +CD3 20CM Og grubunda ¢
czerinde seyretmekte; dijer gruplarda i s

T | enf osi tflokstgnetsletn.a Pmr eCD4+ T hegcre ca

Al t pop¢l asyon d¢gzeyinde incelendijinde,
sczeri canl el ek or an élpeafosishacrelerp ea li du jnud e :1a pCtC
ve CHt8pop¢l asy omlammrl@anmén dejerl endirildifji

grubunda %25, +CD3 20CM ug grubunda %%0D3 137CM g grubunda %28 ve
cb3 20CcM Og grubunda ise %50 oranénda cal
T I enf osi tflokstgmetsXdn.a Pmr eCD4+ T hegcre ca
Al t pop¢l asyon d¢gzeyinde yapeéelan anali z
137CM Og grubunun %55 canl él ék g°sterdi]j
h¢cre tespit edi |l medi i (canl el ek %0) g
canl el éejé %&yreeéemprewviendcde as arénda belirog
CD4+ alt populasyonienfosithiicreleri- er i si nden dffpdp ¢ | vaes y@©ME ar
i ncel ent€b3 1BACH @g grubunda %28, +CD3 20CM pg grubunda %00,
CD3 137CM ug grubunda %60 v€D3 20CM uggrbunda %75 or aneénda
el de e@dkE2Ri ktir
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Temi z kafes ortaménfaarmalrearzd eknal| enédke BeAdiB

kaltarlerindenT | enf os i t flow sitpneesi&@ naGgfAr €ED8+ T hg¢cr
sonu-1| ar ée.
Al t pop¢l asyonl ar incelendijinde, CD8+ a
grubunda canl él ek orané %65, +CD3 20CM
yakl akék %80 ol ar #ekfosithiécteleric lee m i wkdiem. CAdAc al
dtpop¢l asiyomaé laemddi-jbiimdegrupta %2006nin g¢zer
g°zl enmemi Kt ir.

T | enf osi tflokstgnetsletn.a LCmr eCD8+ T h¢gcre ca
CD8+ hg¢cre pope¢lasyonu incelendijinde; +
20CM pg grubunda %2CD3 137CM pg grubunda %63 v€D3 20CM ug grubunda
%70 oranénda canl el ek slenfodithiorefegigetismden Anc a
CD4 veaeltpep 3| asipcd relnadri,§ ihndeéir grupta CDS8+
oranénén %706nin ¢zerine -éeékmadeéejée belirl

T |l enf osi tfloksatgnets2dn.a P eCD8+ T h¢gcre ca
CD8+ hg¢cre alt pop¢l asyonunda ise +CD3 1:
saptaneéer ken, +CD3 20CM Og grubunda canl e
grupl arda i se canl él denfosithiereldri-ae réei 948rbd evre GLC
at populasyom incel endi, ] ihnid-ebi r grupta %76nin ¢zel

g%zl ennfekneiRkitli r2
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Lenfosit Hiicreler icerisinden CD4* ve CD8" Alt Popiilasyonlarmin Canlihk Analizi

8. giin
100
90 [ CD4+
x?g |‘| [ cDs+
z % ] = —_
g 50
X 40
30
20
b = 1
+CD3 -CD3 +CD3 -CD3
137ug CM 20 ug CM
16. giin
100
90 [ CD4+
80 [ cps+
£ @
: i 1 ml
8§ 50
X 40
30
0[]
10
0 T I | s |
+CD3 -CD3 +CD3 -CD3
137 ug CM 20ug CM
24, giin
100
% 3 cD4+
80 — [ cos+
70
= 60
1
50
2
30
40 :
10
0 1 . 7I
+CD3 -CD3 +CD3 -CD3
137 ug CM 20 ug CM
kek2Temi2kafeor t aména maruz kal mék BALB/c farelerden
8, 16 ve 24 giin uzun sire kolldb4+ veCD8 + T h¢cr e & 86nvé Zligimkizurssiira u c u .
kitirsonrasénda T hg¢crelerirRekiahl @aBélg®°etanéhnhdi pakh
kull anél arak Pl CD4+ ve CD8+ mdrDA3k Ilo3n7aulg fCau,e +aOn
20ug -€CM3 137«L£Pp3CM0O0ug CM d€bB8y @GbBpugmréeémé yapélm
CD3 uyarémé yapél méexk)

Temi z kafes ortaménfaarmalrearzd eknal| enédke BeAdiB
kultarlerinden P |, CD4 ve CD8 monokl onal anti kor
k a p é s éflovasitagnetn8d62 4 G¢n canl él ék karkeél akter
géenl erde ger-eklexktirilen P CD4 ve CDS8
boyamal aré sonucunda; T |l enfosit

kapeseée f
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canl el éjéenén 8. ve 16. g¢nlerde t¢e¢m grupl

ozellikle +CD3 137CM Og (%58) ve +CD3 20C
gesterdiji tespit edilmiktir.
Al't pop¢l asyon analizlerinde, CD4 h¢cre

rajmen, 24. g¢nde +CD3 20CM Og grubunda
137CM Og grubunda i s®0eDd¢k ekl €EPBRa ok a
grupl arénda canl él ek Le&BoSitblicraeleri¢c e reir s innéeée R oCL
ve Cddpop¢ !l asigecdrelnadriggei nbdeenzer keki |l de +CD3
d¢KeK gzl enmi ktir.

CD8 h¢cre alt k¢mesinde 1 se +CD3 137Cl
canl él ék oranl ar é 8. g¢egnden i tibaren dg¢k
k al meéLlenfasit hicreler i- er i si nden CDlt popv ¢ asCbDo8nl ar
incdl endibjui mmdeg pope¢l asyonun t¢gm gruplarda ¢

Elde edilen veriler, CD3 uyareéséenén ©°ze
CD8 T h¢gcre alt pop¢l asyonl arénda canl é
muht emel en stim¢glasyon sonraseée t¢kenme
ol abi | eindifmekiedi{ d ¢ R).i | 2
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Total Canhlik ve Lenfosit Hiicreler i¢erisinden CD4* ve CD8* Alt Popiilasyonlarinin Canlilik Analizi

Total Canhhk
7 ———t +CD3 137CM
80 . = +CD3 20CM
= oo 4+ -CD3 137CM
E -CD320CM
£ 40
20
0 T T T
8 16 24
CD4+
100+
+CD3 137CM
80 = +CD3 20CM
= 4504 -+ -CD3 137CM
€ -CD320CM
§4u—
20
0 T T b
8 16 24
CD8+
100
80 +CD3 137CM
60 = +CD3 20CM
= ;g: + -CD3137CM
Em' -CD3 20CM
R 8
o] —1
44 p—————
2] F:i? ’
8 16 24
kekBTemi z kafes ortamérfarmdreuad elnalerhdwe BRALB/Mi K sp
8, 16 ve 24 g¢é¢n uzun s¢renkoplstigr hikarkedleakti@éremd sd
alt pop¢l asyontanEél ag &6ve 24dif uzondsére kiltdironr as énda T
h¢crelerin canlékekiord®émg&@ shakmakli §ii kapél ama s
ve CD8+ monokl onal fatrt€EDanlBKogl EMé E£OPEABEIxGECN
CM;CD3 20uge@Mgad-@pP3,ar@b3 uyarémé yapél mamék, +CD3
El de edilen bulgular dojruCDlskoklal wred:
olacak kekil de bexk gruba ayrélarak bunda

ile tekrarlanméktér: 137 Og CcM, 137 Og C
10ngCCL5e¢ yalnézca 10 ng CCL5 wuygulanan gr u
Deneysetit ek r ar edidlediejdiincee bul gul ar dejer|l
canl el ej é a-éseéendan 137 Og CM wuygul ana
belirlenmikken, 137 Og CM + 10 ng CCL5 g
iczerinde canl el ek tespet erediiilnmi eant el &g
bakéldejénda, 137 O0g CM ve 137 Og CM +
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yakl akéek %60, yalnézca CCLS5 wuygulanan g
czerinde s leenfasie huoreler ti-i er.i si nden CD4t vV e
pop ¢ | asy ocannl | aanbdkenk87nug CM grubunda %20, 137 pg CM + 10 ng

CCL5 grubunda %25, yalnézca CCL5 grubunc
szerinde bul unmuxktur . CD8 + T h¢e¢creleri
uygul anan grupta %60 or anén dgraplacdabubranl é k g
%80 duzeyindedir. Ancalenfosit hicreleri- er i s i n dai rpopli@Ey&u

incl endicjainnideel ék oranl aré t ¢m gkekilgd.ar da wl

8. giin Canhhk

Total Canlilik ve Lenfosit Hiicreler i¢erisinden CD4* ve CD8* Alt Popiilasyonlarimin Canlilik Analizi

Total

%ecanlilik

0
137ug CM + +

20ug CM - - + +

CCLS - + - + +

3 cD4+

)
o
=
j
o

137ug CM +

20ug CM - - +

CCLS - + - + +

70 [ CDa+

Yecanhhk
s
S

137ug CM + +

20ug CM - - +

ccLs . + - + +

kekil24. Temi z kafes ortamérfarmdreua elnalerhdwe BRALB/Mm Kk sp

8. g¢n sonunda spleni-€DJ3F; hgPbBeuyanétldd BugWHhma mak )
-CD3 137ug CM + 10ng CCL5CD3 20ug CM,-CD3 20ug CM + 10ng CCL5, sadegeD3 10ng
CClL5deney grupl ar e

51



42. 4T1 CM ile Uzun DOnem Kltir Edilen Splenositlerin CD4+ veya CD8+

Ha f &€ HacreFar k|1 él @Ok ar éepadiri |l mesi

Temi z kafes ortaména maruz bérakeéel mex I
kllthrlerinde, CD3, CD4, CD8, CD44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3 ve
KLRG-1 yg¢zey belirte-lerine y°nelik yapel
l enf osit k a pnéflewe gitametrga®nrael i &.1 egé yl e dejerl e
farkl e deney gr ulCD3I137ugOM, +AD3 20 pHGM VE I3
20 Og CM) karkeéelaktéeréldéejenda, genel CD4
grupl ar araséendanliasmlag i Bitir ks$alr kolsampalanme
h¢crelerinin toplam ekspresyon d¢zeyl t
seyretmi ktir.

CD4 TRMr dsidsmtte memory) alt poen, |l asyo
-ok TRM (TRM 1, 2, 3 pg CM grukumdaonh ¢dnu | w1 C D3 | 2
kokull arda i sgriBMa2 wae aERMd&a belamagi n bi
TRM 1 alt gr v@3 138 pgk@gEubwhdd@hl 0 ¢ zer i nde ol
gor ¢l megktegr .

CD4 TCM (central me mor y T cell s) al
analizlerde, yallmgazéo@D4d 37T OM ICM rgeludr i ne
%2-6seviyesinde kal érlipMmayr attejéndgrepgpbar ea:
el de edi Il mi ktir.l1 hBar ebduwvlrgum,inTCMellikle
uygul amal aréenda daha y¢ksek oranl arda or |

CD4 TEM (effector memory TCDx3elUygr éanmeét
al mayan kokullarda ve y¢ksek doz CM kull
CD4A+TEM1d®°n¢gkemegneg olumlu y°nde artéer méxkteér

Sonu- ol ar ak, genel hafeza T h¢gcre beldi
anlamlé farkleéeleéklar saptanmamék ol sa da
ve CD3 varl éjéna bajlé olarak dejikkenl
CM'nin 6zdlikle TRM 1ve TCM1h ¢ cr el erinin farkl|l el akmaseé
yiksek doz CMniv eya CCL5 kse TEMadmgméereérer i | ehi ne
olukturabilece]j(khebdlke2nd¢igr mektedir
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8. GUN

% Hiicre CD4+ TRM total CD4 igerisinden

1 TRM 1 (CD4+)
1 TRM 2 (CD4+)
E=Zl TRM 3 (CD4+)

100

N A O
oo oo

£

= x

a ﬁ Mew =

g 10 - .

g e

I 6

L

2
0

+CD3 + - + -

-CD3 + + = + + +
137ug CM + + + = = =
20ug CM - - + + + _

CCL5 + - + +

= TCM 1 (CD4+)
100 TCM 2A (CD4+)
i TCM 2B (CD4+)

Hiicre CD4+ TCM total CD4 igerisinden

%Hiicre Dagiim
H

g SRR
RN

oNbEO®@

[lgz
+CD3 + =
-CDh3 - +
137ug CM + +
20ug CM -
CCLs

+

+

% Hiicre CD4+ TEM total CD4 igerisinden
E3 TEM 1 (CD4+)

100
80
g 60 E TEM 2 (CD4+)
= 40
E 203 . .
§ 10
g |§I_ai 8 %l 5[
2
+CD3 +
-CD3 + - + + +
137ug CM + + -
20ug CM - + + + -
CCL5 - + +
CD4+ CD3 | CD4 | CDS | CD44 |CD45.2| CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRG! Pozitif
TRM 1 LO: Diisitk
TRM 2 Negatif
TRM 3 Pozitif/ Negatif
TCM 1
TCM 2A
TCM 2B
TEM 1
TEM 2
k e kb. Temizkafeor t aména maruf akel médeBAeBMde edil mi k sp
T h¢crele
i

égUn uzun sire kilttr fenotip sonuc8ve 16gin uzun stire killtts onr as énd a
oranéna br&knalk 27ig°sterildiji Cb3 gR4 @DRaCDMt r at e

CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3, KLRGmonoklonalf ar e anti kor +&D8 boyan
137 ug-C3V37ug CM;CD3 137ugCM + 10ng CCL5, CD3 2 0 «CP3 20ud CM-CD3
20ug CM + 10ng CCL5, sadeeED3 10ngCCLsd eney J-CDPL acC®3 wuyaréemé yap

+CD3; CD3 wuyarémé yapél mék)
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Genel CDS8 haféeza T h¢gcre alt popeé¢l asyo
grupl ar araséenda anlamleée bir farkl él ék
h¢crelerinin ortalama ekspresyon olranée %
pop¢l asyonu 4Ch3cl87 pg €M velCD3n87gug CM + 10 ng CCL5
grupl arénda bu h¢gdséerpgesPmdaeCPa0nuyg amme Ro
CMve-CD3 20 Og CM + 10 ng CGLbBemrupdlaneénda
CCLS5 wuygulanan glhigetlaerCh&® dYRMkolnak or ané
belirl enmiktde] erCID8n d-QRGIMB7duy CM A Deng CCL5
grubunda CDS8 TCM hy¢crl@dleari anke tdé snpiikte me doir
grupl ar arasénda anlamleée bir farkl él ék g°¢
ekspresyofdaorralng] amsca %bul ulnmecret emCDICD& deT
137 pg CM grubunda % -CD3 137 pug CM + 10 ng CCL5 grubunda&%CD3 20
Hg CM grubunda %,5, -CD3 20 ug CM + 10 ng CCL5 grubunda&@%e 10 ng CCL5
grubund&#6or anénda ekspr etkekb2s). t espit edi | mi kKt
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%Hiicre Dagilimi

3. giin

% Hiicre CD8+ TRM total CD4 igerisinden

E3 TRM 1 (CD8+)
E3 TRM 2 (CD8+)
EE TRM 3 (CD8+)

137ug CM + + - - -
20ug CM - - + _
CCL5 - + - +
% Hiicre CD8+ TCM total CD4 igerisinden
100 TCM 1 (CD8+)
:g: TCM 2A (CD8+)
£ a- Bl TCM 2B (CD8+)
®
a
]
Q
3
Xz
o~

137ug CM + + - - -
20ug CM - - + + _
CCL5 - + - + +
% Hiicre CD8+ TEM total CD4 igerisinden
100 —
80— B TEM 1 (CD8+)
£ 60 B3 TEM 2 (CD8+)
= 40
E’ 20—
101
§ o
ECE
E
2_
u_
137ug CM + - - -
20ug CM - + -
CCLS + - +
CD8+ CD3 | CD4 | CD8 | CD44 [CD45.2| CD69 | CD103 |CXCR3 | CD62L [ KLRGI Pozitif
TRM 1 LO: Diigiik
TRM 2 Negatif
TRM 3 Pozitiff Negatif
TCM 1
TCM 2A
TCM 2B
TEM 1
TEM 2
kekil 26. Temizkafeor t aména maruz kal mék BALB/c farel
sonunda saflaktérélan CD8+ -CbaI3éug EGM;T

8. gén

CD3 137ug CM + 10ng CCL5CD3 20ug CM,-CD3 20ug CM + 10ng CCL5, sadeegD3 10ng

CCL5deney

grupl ar ée.
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Temi z kafes ortaménfaarmalrearzd eknal| enédke BeAdiB
kiltirlerindenCD3, CD4, CD8, CD44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3,
KLRG-1 monokl onal anti kor boy#Howmaitereetrigon T | e
G¢n fenotip sonu-I1arée. D°rt -CDal3kUdgEM,deney
+CD320 yggCMveCD3 20 Og CM) kar kel adliteélerie | dej e
a-eéséndan grupl ar arasénda anlamleée bir
pop¢l asyonl ar & ORMlgtisduerasident rmerhody) ljucreted, een
ycksek oranda +CD3 20 OdgriCa Mcegtralumerooryda el d
cells)hiicrelerinin ise +CD320 pgCMwe D3 20 Og CM grupl ar énc
oranl arda bul unf&M jJ1 ueffegtdr rmerhony¢ Tk telddpticreleri
a-éséndan i s«€DB313®@g OGMCWe grupl aré dijer
fazla h¢gcre (Kkekh2)é g°stermi ktir
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16. giin

% Hiicre CD4+ TRM total CD4 icerisinden

100— 2 TRM 1 (CD4+)

_ gg: [ TRM 2 (CD4+)
E o= ER TRM 3 (CD4+)
% 20
S 10
& B4
£ 6
x4
2
0 e —
+CD3 -CD3 +CD3 -CD3
137 ug CM 20 ug CM
% Hiicre CD4+ TCM total CD4 igerisinden [ TCM 1 (CD4+)
100 TCM 2A (CD4+)
80 TCM 2B (CD4+)
= 60
Ewn
,é 2 - — e — e | e
2 49
§ = 7
T Nemm |10
0= T @ i
+CD3 -CD3 +CD3 -CD3
137 ug CM 20 ug CM
% Hiicre CD4+ TEM total CD4 igerisinden
100
80 3 TEM 1(CD4+)
E o B3 TEM 2 (CD4+)
B 20 F == —_—
‘; 10
g 8
T 6 I
= ]
2
D T i 1 T T
+CD3 -CD3 +CD3 -CD3
137 ug CM 20 ug CM
CD4+ CD3 | CD4 | CD8 | CD44 |CD452| CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI Pozitif
TRM 1 LO: Diigiik
TRM 2 Negatif
TRM 3 Pozitif/ Negatif
TCM 1
TCM 2A
TCM 2B
TEM 1
TEM 2

kekil27.Temi z kafes ortamérfarmdreua elnalerhdwe BRALB/M kK sp
16 giin uzun sdre kultdar fenotip sonuBwe 16gin uzun sire kiltts onr as énda T hg¢crel e
oranéna br&knalk 27ig°sterildiji Cb3 gR4 @DRaCDSMt r at ej i
CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3, KLRGmonoklonalf ar e anti kor +&D8 boyan
137 ug-CO3M37ug CM;CD3 137ugCM + 10ng CCL5, CD3 2 0 tCH3 20ug CM-CD3

20ug CM + 10ng CCL5, sadeec€ED3 10ngCCLed eney (J-CDBtL aC®3 wuyaréemé yap
+CD3; CD3 uyarémée yapeéel mexk)
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Temi z kafes ortaménfaarmalrearzd eknal| enédke BeAdiB
kiltirlerindenCD3, CD4, CD8, CD44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCR3,
KLRG-1 monokl onal anti kor b oy afoa siwme&in T | ¢
8. G¢n ve 16. G¢n karkelakteérma fenotip s
g°re kar kelCOX2pgCek aicij lemmcaa CDA4 T h¢gcrele
gé¢ne kéyasla daha y¢ksek d¢egzeyde ekspres
kokwud aai se CD4 T h¢crelerinin 8. g¢ndeki
yé¢ksek bul unmuXkalutr . p oODi4l a sTyRoM u +@D8JL3¥Fr | end i
pMgCMkokul unda 16. g¢egnde 8. gé¢ne keyasl a d
edilirkekhokudli ja&@rda 8. logré¢anndleakrié nGmd 16T RM ¢ 1

yé¢ksek ol duju ge°zlemlenmi ktir.

43.TRM, TCM, TEM CD4+Haf eéza T TRM, EOMeTEM €€CD8+Ha f € z a

T Hucrelerin Tumor Oldirme K apasitesininBelirlenmesi

Kmm¢gnfenot plend rme sonucu 4T1 CM kayr
h¢creler karakter ze ed Im Kkt r (y°ntem
°l d¢rme kapas teler dojrul amak - n dene
bellemen h¢creler FAGRRRB 9B2WRsafl aktéer el méxkt

FSC-H

PRE SORT

3 : 2 1
KLRG-1 V CD62L KLRC—I.
3 51 Eg'
2 - & 4
KLRG-1 l CD62L K‘LR(}-I
kelk8Spl enosit ke¢gltegrlerinden 8. ve 16. gé¢n sonund

FACS oncesi fenotipleri.
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CDA4TRM POST SORT

] ' . u: 4#0
E e e - #F o 2 7”‘ ]
5 g Z 3 S 5
- 3  cos
CDA4TCM POST SORT
- - . -z =
o n < . z : - E‘f 2
R 3: L8 5 5
i = 1 o 3]
£ 7 < R Vo p et S - .-
- c3 cos
CD4TEM POST SORT

FSC-H

l FSC-A
|
CD4
|
CD45.2
a:/
|
CXCR3
.
(N

D3 D8 CDd4 D103 CD62L KLRG-1

lsea
: ons |
L
|
1':1)44!:z
FSC-A

FSC-A Cp3 CD8 CD44 CD62L

k e k29. ISplenosit kulturlerinden 8. ve 16. gdnonunda topl anan CD4+ haféza
sonrasé safl-eok) y¢zdel eri (Post

CD8TRM POSTSORT

1 |
= —1
9 - P 2 2 <]
4 g - a8 v 2 2l
— 3] 3] & £
CDE TCM POST SORT o3 cos b4 cp103 Cp62L KLRG-1
. - -1 5 ol E e 5| K -
= . - i ] - a - - -
I ArE | % g || & iy E . — 2. gt L
el —— T . _ \ ik g .
FSC-A FSC-A cn3 CD8 CDé4 CD103 CD62L KLRG-1
= - - —_1T" o =
R At P E MR E N BT ET
B 2 p ] L 3] - 3]
—_1 ,-/__ o e —. &
FSC-A FSC-A D3 D8 CD44 CD103 CD62L KLRG-1
CD8 M POST SORT
= N o’ <
g - z g g .
g - / 3] g - £
L S — i I IS I———
FSC-A cD3 cD8 CD44 CD62L

kek3dD.Spl enosit k¢l terlerinden 8. ve 16. gén sonur
sonrasé safl-éok) y¢zdel eri (Post

Temi z kafewsmrorzt &kmé mi@ar eB AelrBl/lecn el de edi
kilturlerinden8 g ¢ n boyunca farkleé kokull arda ¢
pop¢l asyonl ar énén A4kiltlir dengyler? sonudurygda elde eddeni y | e

veriler akajéda °zetlenmicktir
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+CD3 137 yg CMKkoKul undan safl aktérélan haf ez
dejerl endiril dlihjsicmed;erCh4d n BWRM h¢crel eri
t ¢mor h¢crelerinin saj kal eméné arteéerdéj
TCMlhem de CDHW¢gcrTEMer i nin 4T1 he¢gcrelerini
tespit edi | mi ¢Cb8+rM) h £LDr8e | erafn@ma i se 4T1
kal eménda anlamlé bir dejikiklik ol uktur.

-CD3137pgCMkokul undan el de edilen h¢gcreler
h¢e¢crelerinin 4T1 he¢gcrelerini anl aml é& dg¢z
t ¢ mer h¢crelerinin saj kal éme ¢zerinde a
CDh4 TEM hvaef é&ZDe8 h¢cr el erinin ise 4T1 hg¢cr
kal eme artérdejeée g°zlemlenmi«ktir.

+CD3 20 pgCMKoKul undan safl akteéerélan hg¢gcr el
TRM he¢gcrelerinin 4T1 he¢crel erini °l d¢grem
h¢crelerinin ise t¢gmPr hgcrelerinin saj |
saptanOmdkt EMTEM h¢gcrelerinin ise 4T1 hg¢gcre
gzl emlenmi ktir. CD8 haféza h¢gcrelerini
ol madejée belirlenmixktir.

-CD3 20 pgCMKkokul undan safl aktéreéelanlpop¢l a
CDh4 ITEM CDS8 haféeza h¢gcrelerinin 4T1 h
anlamlé bir etkisi o | mlahdceelerain 4Th biocrelerirk ar K € n
anlamlée d¢gzeyde ©° | Hekir3D).e, ] ¢ tespit edil mi ki
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8 giin splenosit kiiltiirii
+
4 giin ko-kiiltiir (saflagtirilan hafiza T hiicresi:4T1, 8:1)

+CD3 137CM

CANLILK
03888883888

lﬂ

ONLY4TI TRM _TCM _ TEM TCM TEM CD8$+M

-CD3 137 CM

CANUILIK
os¥888838LE

ONLY4TI TRM _TCM _ TEM CD§+M
D4+

CD4+ CD3 CD4 CD8 CD44 | CD45.2 | CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI1 Pozitif
Saflagtirilan TRM
(TRM 1)
Saflagtirilan TCM|
(TCM 1)

Negati
Saflagtirilan TEM|
(TEM 1)

Saflagtirilan
Genel Hafiza
CD8 (CD8+ M)

kelkBlLTemi z kafes ortamérfarmdreua elnalerhde BRALB/m Kk sp
spl enosit kel tegrl erinden 8. gén sonunda safl akt
ger - e k| e k t-kulttideti ssmucuddd tlimok hdicrelerinin 6lim yuzdesi (flow sitometri) ve faz

kontrast (EVOS) gorintilerisr CD3 137ug CM, -«€0B3130u@3CM,0ug CM
deney d€DP] alC®3 wuyaréemé yapeéel mameéek( n :Fagvay, CD3 wu

ANOVA testi (Bonferroni 6s -Whitrey Utheosct | tea g t(*iy aipléd mie k
p<0.001)

Temi z kafes ortaménédamarezdd&m!| enede BALWIB

kaltirlerinden1 6 g¢n boyunca farkl é& kokull arda
pop¢l asyonl ar énén Akiltlir dengyler? sonudurygla elde eddeni y | e
veriler akajéda °zetlenmixktir: (kekil32bi r kot
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16 giin splenosit kiiltiirii + 4 giin ko-kiiltiir (saflagtirilan hafiza T hiicresi:4T1, 8:1)

+CD3 137ugCM | CD3137ugCM +CD3 20ug CM -CD3 20ug CM
CD4+ CD3 CD4 . CD8 CD44 .CD45.2 Clj69 CD103 CX(ER3 CD62L | KLRGI l;uziﬁf
Saflagtirilan TRM|
(TRM 1) LO: Disiik
Saflagtirnlan TCM
(TCM 1) Negatif
Saflastinlan TEM
(TEM 1) Pozitif/ Negatif
Saflagtirilan
Genel Hafiza
CD8 (CD8+ M)
kelk3.Temi z kafes ortamérdarmdreua eknalemhadke RALB/Mm Kk sp
spl enosit kel téerl erinden 16. gén sonunda safl akt
ger - e k| ek t-Kultudeti somucuddad imdk tlicrelerinin 8lim yizdesi (flow sitometriC D 3
137ug CM, +CDB320Q333F«LPNMCMOug CM (darm8oWagANDYA ar €
testi (Bonferroni 6s pWhthey Utoecs ttleesrti (***yabm@l).bmerklitiekrt e ) |,

Temi z kafes ortaménédamarezdd&m!| enede BAW B
kulturlerinden8 ve 16 g¢n boyunca farkl é kokul |l a

pop¢l asyonl ar énén A4kitlir dengyler? sonudurygda elde eddeni y | e

veriler akajeéda °zetlenmicktir:
+CD3 137 Og CMafkoakuleuwrddaamn haféza T hy
dejerlendirildijinde;

16. gén el de éadgcteeael €DidAni nMM,RMS8 . g¢éene ke
daha et kil: bir kekilde °ld¢grebildiji g¢©
CD4 Icever el erinin, 16. g¢ne kéyasla daha
ger ¢l megkt ¢rlveCDBD8 WMEN¢icrel er i a-éseéndan
fark tespit edil memixktir.

-CD3 137 Og CMel #® Kk ud diinldem he¢crel er
8 . géen CDMegcrTeRMTri nion, 16. géne kéeyasl a ¢
daha fazla °ld¢rebil dihjgicrkéleiri naremigrghil re.r
bir fark g°zl enmezlkven , CDI86 .M checr@D4er i ME M,
daha y¢ksek sitotoksi k et ki gesterdiiji S

+CD3 20 pg CMkokul ssadlaamkt ér &l an h¢gcreler
16. gé¢n el de ewWe | @4 CTDACMETIRE | ni n 8 . gét
h¢egcrelerini daha fazla °ld¢grebil diJi ger

hiicrelerinin 16. g¢ne kéyasla daha fazla sito
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CDhs8

M h¢gcecreleri a-éséndan ise 16. gen el
etkili olduju tespit edilmiktir
-CD3 20 Og CM eldk o edilénu n dixnelerde;
CDh4 ITRMcrel eri a-eéséndan g¢nloer araseéend
Ancak, 8. gkhn, cGDled erTiGM n , 16. gé¢ne keéeyasl
gesterdiji, 16lLvegcDB8CDM h¢eTEMI erinin ise
h¢crelerine karké daflkekil33B)t ki li ol duju bel
8. ve 16. giin Karsilasiirma
+CD3 137CM +CD3 20 CM
deokokok ook ekl
1907 ok ook CD4+ TRM :3: ,—I CD4+ TRM
bood a + 120 = CD4+TCM
sl | o P ! e
& ﬂ Cim V% H =
15 15
' ' Giin ' I Giin
-CD3 137 CM -CD3 20 CM
::g koK koK dokkk D4+ TRM :;:: *kokk ko Fkadok D4+ TRM
120 '_| ’_l = CD4+ TCM 120 |_| '_| = CD4+TCM
£ » comTeM g gl 4 CD4+TEM
T 75 CDa+ M E 75 CDB+ M
g :g [ 8. giin ® 8 [ 8.giin
30 B 16. giin 0 [ 6. gin
15 |“| 15 |-|
Giin I ! Giin '
CD4+ CD3 CD4 CD8 CD44 | CD45.2 | CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI Pozitif
Saflastirilan TRM|
(IRM 1) LO: Diisiik
Saflagtirilan TCM
(TCM 1) Negatif
Saflagtirilan TEM
(TEM 1) Pozitiff Negatif
Saflagtirilan
Genel Hafiza
CD8 (CD8+ M)
kek38.Temi z kafes ortamérfarmdreuz eknalemhdke RALB/mM k sp

spl enosit

grubu %100 kabul edi | er e Blimlyiijdesir(flovg sitametti)a(only #Td r e f er
°l ¢m y¢zdesi =100 kabul edil erek, art+&k 3v elydar uagz a l
CM, +0D3 M3 137«P3CM0ug CM de aTavg-BayANQVA tsti &
(Bonferroni 6s post -Whteey Wteessttil e rli@**yaD@@L) nkétket)&r Mann
Tekrarlanat e mi z kafes grubu 8 g¢n boyunca f a
h¢gcre alt pop¢l asyonl ar énén -kiddr dleneylegim® r h
sonucunda el de edilen veriler akajeéeda °z
-CD3 10ngCCL5 kokulundan safl akteér él an
CDh4 I@Mcrelerinin 4T1 h¢crelerinin canl

kel terl erii
ger - e k| ek t-kiltirledi sermucuddd tiimok haicrelerironn |y
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nden 8.

veya

4T1

16.

geén

sonunda
h¢crelerinden



h¢cre alt pope¢l asyonlarénén ise 4T1 hg¢cr
gzl emlenmi ktir. Dijer deney kokull ar énd:
pop¢l asyonl arénda da 4T1 hg¢gcrel erespitg zer il
edi | mdkekilg4. i r

ONLY 4T1
T

Canlihik analizinde, only 4T1
hiicrelerinden olugan kontrol grubu %100
kabul edilerek diger gruplar bu referansa
gore degerlendirilmistir

-CD3 137ug CM

Oy ATI_TRM__TOM_TEM__ M COMM
oo

-CD3 20ug CM

Ouy4Ti_THM TOM TEM_ M CDAM
Do

-CD3 20ug CM + 10ng CCLS

CD4+ CD3 CD4 CD8 CD44 | CD45.2 | CD69 | CDI103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI1 Pozitif

Saflagtirilan TRM
(TRM 1) LO: Diisiik

Saflagtirilan TCM
(TCM 1) Negatif

Saflagtirilan TEM
(TEM 2) Pozitif/ Negatif

Saflagtirilan
Genel Hafiza
CD4 (CD4+ M)

Saflastirilan
Genel Hafiza
CDS (CD8+ M)
k e B4. Temizkafeor t aména maruz kal mék BALB/c farelerden
8. g¢n sonunda safl aktérélan CD4+ veya CD8+ hafeéez
ko-kulttrleri ( saf |l akt ér @€l an ha§eraeKll elkgtcirreslie:nd Thig f €8:al1 )T
oldurme kapasitesonucu-CD3 137ug CM + 10ng CCL5CD3 20ug CM,-CD3 20ug CM + 10ng
CCL5, sadeceCD3 10ngCCLxM eney .gr UTwb-BXxyY ANOVA testi (Bonferr
testi ile birlikte), ManAWhitney Ut e st | e r i (**ypa0@@&l) meé Kkt ér

Tekrarlanagr ubu 8 g¢n boyunca farkl é& kokul |l
pop¢l asyonl aréneén 4T1 t-kihiP deneyleg sonueundar i y | e
el de edilen veriler akajéda °zetl enmi«ktd.i
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-Cb3 137 Og CM kokul undal hicelerinia 4T1ér &1 ar

h¢egcrelerini anl aml é d¢zeyde °l d¢rdej ¢,
pop¢l asyonlarénén 4T1 hg¢gcreleri czerinde
tespit edilmiktir.

-CD3 137 Og CM + 10 ng CCL5 kokulunda da
lh¢crelerinin 4T1 héigcrelerini anl aml é& dyg¢ z

ise 4T1 h¢crelerinin saj kal éméneée anl aml ¢
-CD3 20 Og CM kokulunda ise CD4 M h¢gcroe

anlamlée d¢zeyde artérdeje, dijer alt pop,
kal émé artérécée etki g°stermediji belirl
cb3 20 O6g CM + 10 ng CCllhBcrelgrinii 4Tanda C
h¢crelerinin saj kal éménée anlamleél d¢gzey
h¢crelerinin ise 4T1 h¢crelerini anl aml é
alt gruplarénda anlamlée bir etki g%zl eml
-CD3 10 ng CCL5 gr ubundal hicseteriniy 4Tln é z c a
h¢egcrelerini anlamle d¢gzeyde °l degrdeé] ¢ d

baskéelama veya saj kal emée a(kekil@d3).ecée et ki ¢
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4. giin

-CD3 137ug CM

ONLY 4T1

Canlilik analizinde, only 4T1

hierelerinden olusan kontrol grubu %100

Kabul edilerek dier gruplar bu referansa
‘gore degerlendirilmistir

T TOM TG W TaM ToW T
o

O 1379 CM + 107 OCLS.

T TOU T M D T e M
e T

-CD3 20ug CM

CD8TRM

TM TOM TOE M TaM TOM T w
I e

-CD) 29w CM+ 10nE OCLS.

CD8TRM

TRM TCM T TR TOM TEM W
o e

<03 lorgceLs

e m - m

CD8TCM

CD4+

CD3

CD4

CDB

CD44

CD45.2

CD69

CD103

CXCR3

CD62L

KLRGI

Saflastirilan TRM
(TRM 1)

Saflagtirilan TCM
(TCM 1)

Saflastinlan TEM
(TEM 1)

Saflagtirilan
Genel Hafiza
CD4 (CD4+ M)
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CD8+ CD3 CD4 CD8 CD44 | CD45.2 | CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRG1

Saflagtirilan TRM
(TRM 1)

Saflagtirilan TCM
(TCM 1)
Saflagtinlan TEM
(TEM 2)

Saflagtirilan Genel
Hafiza CD8
(CD8&+ M)

k e IB5. Temizkafeor t aména maruz kal mék BALB/c farelerden
8. 9g¢n sonunda safl aktérélan CD4+ veya CD8+ haféz
ko-kultirleri ( saf | akt @&r él an hagéraekll ek¢gtcirreasie:nd Thig f é8&:al )T
oldirme kapasitesionucu-CD3 137ug CM + 10ng CCL5CD3 20ug CM,-CD3 20ug CM + 10ng

CCL5, sadeceCD3 10ngCCLYM eney .gr UTwb-BXxyY ANOVA testi (Bonferr

testi ile birlikte), ManAWhitney Ut e st | e K t (B*p<a0@@l). mé

44.Far Oriamlarda Yet | KtSay | € ke h &€ FaBkrdeRi/T@nér Ar ac el é
Splenik CD4+ veya CD8+Ha f & HécreD® n ¢ K ¢ m¢,

El de edilen sonu-1lar dojrultusunda, yel
sajl ayai{D@r dBFcM Og uygul anan grup ol duj

dayanar ak, steril ol mayan kafes kokull ar
fareler ¢zerinde ayné deneysel protokol

Kirli kafes kokul |l ar é@D8 a37CMiug gribanda, 8. ar e | €
ve 16. génl erde yapeélan analizlerde topl
gzl eml enmemi K; her I Ki zaman noktasénda
seyretf i belirlenmicktir.

CD4 alt pop¢l asyon d¢egzeyinde yapeéel an
arasénda canl él ék oranlarénda anl amleé bi
canl el ek seviyesinin her iKki g ¢lendosit de  %E
hicreler i- er i si nd ah popOl&syon incdl endi jeidmd & n or anl
incelendijinde ise canlé h¢cre oranéneéen |

kal dejé g°r¢l mektedir

CDS8 h¢cre al t pop¢l asyonunda i se 8 .
belirl enmikken, 16. g¢nde blenfosih miereler %2 0 0 y
i-erisindendt pmOMBsyon inced endi j¢amdleel éKk or at
dejerlendirildijinde, her ki g é(kekile de ¢
36).
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8. ve 16. giin Canhlik Analizi
Total

100
Bl Total
80 -
60 —

40 -

%canlilik

20 -

8. gun 16. gln

Lenfosit Hiicreler igerisinden CD4* ve CD8* Alt Popiilasyonlarimin Canhhk Analizi
100

80 [ CD4+
60 [ CDs+
X 40
= 1 1
8 10
X 8
6
4
2 I———I
o= T
8. giin 16. giin
kek6.Ki Bl'i kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c f @

8.veyal6.gunsonundap | eni k T h¢cr€D8anlBegl@k e Ci(-@ D3| a€ b3
uyarémé yapeél maméck)

Kirli kafes kokullarénda tutulan farel e
CD4, CD8, CD44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCRS3, KL-R@onoklonal
anti kor boyamas én é nflowlsitometri8f. .Gy, int flkapéa s @n & o

Haféza T h¢gcre alt pb®D4l aTs yhoinclraerlée rairna sné nd
h¢crelerine g°re daha (Kekl8M).a d°n¢gkt ¢] ¢ 9o
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%Hiicre Dagilimi

100 —
80—
60—
40 —
20—

o -

1

%Hiicre Dagilimi

100 —
80—
60 —
40—
20—

0

1

%Hiicre Dagilimi

% Hiicre CD4+ TRM total CD4 igerisinden

E31 TRM 1 (CD4+)
[ TRM2 (CD4+)
E=& TRM 3 (CD4+)

r":‘l:"J@

8
6_
4
2_
0-

B_
s_
4
2_

-CD3 137 ug CM
% Hiicre CD4+ TCM total CD4 igerisinden

1 TCM 1 (CD4+)
TCM 2A (CD4+)
| 1 P777777777 TCM 2B (CD4+)

-CD3 137 ug CM
% Hiicre CD4+ TEM total CD4 igerisinden

3 TEM 1 (CD4+)
Bl TEM 2 (CD4+)

-CD3 137 ug CM

CD4+ CD3

CD4 CD8 CD44 | CD45.2 | CD69 | CD103 | CXCR3  CD62L | KLRG1 Pozitif

TRM 1

LO: Diisiik

TRM 2

Negatif

TRM 3

Pozitif/ Negatif

TCM 1

TCM 2A

TCM 2B

TEM 1

TEM 2

kekil 37.Ki r | i kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c

8. gén

sonunda safl akteéer el ami nCDMatf évzeay af -€BD88t+ ph as

137ugdeOve pu€¢DB3; CD3 uyarémé yapeéel maméexk)
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Kirli kafes kokull arénda tutul an far el e
CD4, CD8, CDh44, CD45.2, CD69, CD103, CD62L, CXCRS3, KL-R@onoklonal
anti kor boyamaséné flowBitohetrih 60 &, h kapeséepas:
Haféeza T h¢gcre alt ploQbDidl aTs yhoenclraerl e rairna sné nd
h¢crelerine g°re daha (Kekl83.a d°n¢kt ¢ ¢ go

16. giin

% Hiicre CD4+ TRM total CD4 igerisinden

123— B3 TRM 1 (CD4+)
= 60— 3 TRM 2 (CD4+)
E w0
B 20 E=R TRM 3 (CD4+)
[=]

PR
5 8
£ 6
S =
24

| oo |

-CD3 137 ug CM

% Hiicre CD4+ TCM total CD4 igerisinden
1 TCM 1 (CD4+)

100
80
sni TCM 2A (CD4+)

E w TCM 2B (CD4+)
D20
8 10
®
g 8 T
- ;a;;&
2
2 / iz %%
-CD3 137 ug CM
% Hiicre CD4+ TEM total CD4 igerisinden
100 —
80— 3 TEM 1 (CD4+)
E 9 B TEM 2 (CD4+)
2 20
‘g 10 T
S 8
T 64
S
2_
0 T
-CD3 137 ug CM
CD4+ CD3 | CD4 | CD8 | CD44 |CD45.2] CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI Pozitif
TRM 1 LO: Diisiik
TRM 2 Negatif
TRM 3 Pozitif/ Negatif
TCM 1
TCM 2A
TCM 2B
TEM 1
TEM 2
kekil 38.Ki r | i kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c f ¢
16. gé¢n sonunda safl aktérélan CD4+ veyaCRRP8+ haf

137ugdeOVe pugDB3; CD3 uyarémé yapeél maméxk)
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Kirli kafes deney grubusCD3 137ug CM kokulun 8 g¢n
h¢crelerin haféza T h¢gcre gruplarénén sa
pop¢l asyonl ar é i | e -Kifuddereyec sorucumda elde@dilenn 3 . ¢
verler akajéda °zetlenmiktir

Yalnézca CD8M he¢gcrelerinin 4T1 he¢gcreleri

h¢cre alt pop¢l asyonlarénén ise 4T1 hgegcr
g%zI|l eml (Gekin39).k t 1 r
3. giin
Canhhk analizinde, only 4T1 hiicrelerinden olugan
kontrol grubu %100 kabul edilerek diger gruplar bu
* referansa gore degerlendirilmistir
P ; 2;;’;;1: 1509 BN CD45- CD3-C
80 125+
- 70 Bl CD4TCM x 100
B 1 CD4TEM 3
E so — £ 75+
2 $ I ES3 CD8M 3 s
bl 25+
10
0 T T o<
ONLY 4T1 TRM TCM TEM CD3+M TRM TCM TEM M CD8M
CD4+ CD4+
CD4+ CD3 | CD4 | CD8 | CD44 [ CD45.2| CD69 | CDI103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI Pozitif
Saflagtirilan TRM]
(IRM 1) LO: Diisitk
Saflagtirilan TCM
(TCM 1) Negatif
Saflagtirllan TEM
(TEM 1) Pozitif/ Negatif
Saflagtirilan
Genel Hafiza
CD8 (CD&+ M)
kel39.Kirli kaf este ortaména maruz kal mék BALB/ c farel
8. sonunda saflaktérélan CD4+ veywa3d@mBltilekoaf eéza T
kiltarleri( saf |l akt ér el an hgtezaklhekfteczrae kTe nh4;Tclr,e [8:rli)ni n
kapasitesisonucu ( n :T&#Q-Way ANOVA testi (Bonferroni 6-s post
Whithey Ut est | er i(*ywa0®@l). mé Kkt ér

Kirli kafes deney grubus,CD3 137ug CM kokulun 8 g¢n
h¢crelerin haféza T h¢gcre gruplarénén sa
pop¢l asyonl ar é i | e -Kilfudderteyed sorucumda elde@dilénn 4 . ¢
veriler akajéda °zetlenmixktir
CD4 TRM1ve CD4 TEM1h¢crel erinin 4T1 hé¢gcrelerini
dijer haféza T hg¢gcre alt pop¢l asyonl ar éi

etkisinin ol mad&jed)id®z|l emlenmi ktir
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4. giin
* Canlilik analizinde, only 4T1 hiicrelerinden olugan kontrol grabu %100 kabul edilerek
I difier gruplar bu referansa gore deferlendinilmistir
Eiad ‘ 180
o I ONLY 4T1 128 N CD45-CD3-C
:: 3 CD4 TRM « 100
£ 0 B CD4TEM — .
E = 3 CO4TEM 3 .
10 ES CDeM 25
20
10 o
i TRM TCM TEM M CDE M
ONLY 4TI TRM TCM TEM CD8+M CDar
L4+
CD4+ CD3 | CD4 | CD8 | CD44 | CD45.2| CD69 | CDI103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI Pozitif
Saflastirilan TRM|
(IRM 1) LO: Dilsiik
Saflagtirilan TCM
(TCM 1) Negatif
Saflagtirilan TEM
(TEM 1) Pozitif/ Negatif
Saflagtirilan
Genel Hafiza
CD8 (CD8+ M)
kekdKirli kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c f e
8 . sonunda saflaktérélan CD4+ veya CD8+ hafeéeza T
kiltarleri( saf |l akt ér @€l an hagtéezaklheakfteczrae kTe nh4;Tclr,e [ 8:rli)ni n
kapasitesisonucu ( n :T&Way ANOVA testi (Bonferroni 6-s post
Whitney Ut e st | er i(*™ywa0@@l). mékt ér

Kirli kafes deney grubsC D3 13 7ug CM kokulun 16 g¢n
h¢crelerin haféza T h¢gcre gruplarénén sa
pop¢l asyonl ar é i | e -Kilfudderteyecd sorucumda elde@dilénn 3 . ¢

verler akajeéeda °zetl enmiktir

Haféza T h¢cre alt popé¢l asyonl arénéen 47
ol madeéej é& g°zkleckimllendmi Kkt ir

3. giin
Canlilik analizinde, only 4T1 hicrederinden olugan kontrol grabu %6100 kabul edilerck
diger gruplar bu referansa gére degerlendinilmigtr
13 Bl ONLY 4T1 150 Bl CD45-CD3-C
80 3 CD4TRM
= : B CD4TCM = 100
E® 3 cD4TEM — 5
&4 £ 5
30 EEd CD8M
20
10
o - [}
ONLY4T1 TRM __TCM __ TEM CD8+M TRM TCM TEM M CD8M
Chd+ CDa+
CD4+ CD3 CD4 CDg CD44 | CD45.2 | CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI Pozitif
Saflastirilan TRM|
(TRM 1) LO: Diisiik
Saflagtirnlan TCM
(TCM 1) Negatif
Saflagtirilan TEM
(TEM 1) Pozitif/ Negatif
Saflagtirilan
Genel Hafiza
CDS (CD8+ M)
keldlKi r | i kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c f e
16. sonunda safl akt |l an CD4+ veya CD8+ -haf éza
b4

er eé
kiltarleri( saf |l akt eér el an hgtezaklhekfteczrae kTe nh4;Tclr,e [8:rli)ni n



kapasitesisonucu( n :T&%9-Way ANOVA

testi (Bonferroni 6s post
Whitney Ut e st | er i(*™ywa0@@l). mékt ér

Kirli kafes deney grubksC D3 13 7ug CM lkoxnulasre 16 dg¢ re (
h¢crelerin haféza T h¢gcre gruplarénén sa
pop¢l asyonl ar é i | e -Kifuddereyec sorucumda elde@dilenn 4 . ¢
veriler akajéda °zetlenmicktir

Haféza T h¢gcre alt popeé¢l asyonl aréneéen 47
ol madeéej é g°@zkeeRpille ndmi Kt i r

4. giin
Canlihik analizinde, :n‘uv-ulnmtclﬁusd oe b %100 kabul edilerek
" H ONLY4T1 1= B CD45-CD3-C
80 [ cD4 TRM 125
¥ :: Bl CD4 TCM ¥
§ s CIC4TEM  ——s BT
30 ES3 CDEM * 5
20 25
10
] ]
ONLY 4T1 TRM TCM TEM CD8+M TRM TCM TEM M CDEM
CDd+ CDa+
CD4+ CD3 CD4 CD8 CD44 | CD45.2 | CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI Pozitif
Saflagtirilan TRM]
(IRM 1) LO: Dasitk
Saflagtirnlan TCM
(TCM 1) Negatif
Saflastinlan TEM
(TEM 1) Pozitif/ Negatif
Saflagtirilan
Genel Hafiza
CD8 (CD8+ M)
kek2Kirli kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c f e
16. sonunda saflaktérélan CD4+ veya CD8+ -haféza
kiltarleri( saf |l akt ér @€l an hagtéezaklheakfteczrae kTe nh4;Tclr,e [ 8:rli)ni n
kapasitesisonucu( n :T&-Way ANOVA testi (Bonferroni s post

Whitney Ut e st | er i(*™ywa0@@l). mékt ér

45. Tumor Ar a cHalf & HéacreDl u K U mu n d KemGkdib Roli

Burada tartékélan ve araktérdéjéeémeéz sor

sonucu farklé kompartmanl ardaki haféeza T

El de edilen sonu-Ilar dojrultusunda, 4TI
CBA sonucunda en -ok MFI dejerine sahip
137ug CM 4T1 i-erisinde CXCL106in MFI dej e

CCL56in MFI 200eigerGCM 28T D90 -erisin2Rg4 CXCL1
CXCL56in MFCClU®§ ied & MBri(kakil43). 2 .
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v |
o 5
Co @+ 8
o n?-uw(-'urr =
- 7 Jaw 4
c1i, i ‘
B 2 2 kY _’;
U
uumfd (x-,\iuh' ) Arb:ﬁ) Nx_‘ll}\ ) d .'m“,“,! t?: =
a0 'i | ol
O ranres (A (CCL5) cz ;:: § § | g
O miesa s (CCL20) R " |
At O roramin aer (CCL1L) b e b povispaiiin) e i T i
&S 3 o2 3 % RN
O marcwn (CCL17)
o iss (CXCL].) agted (4=3320) : _ Abemwenm % Abends ot B
e I }
O M (o (CCL2) @ ) 441
g €3 ju & i i I m”
210
O MG 2> (cxcL9) o A : ! == { -
2 2 2 2 TR RN N
o s

O wiomsn (CXCL10) °r oz

O mirra war (CCL3) skt 1z O et A

1500

]

B_beads

O rawvap @s: (CCLA) ik 1 o
O sic se (cxcL13) j g |
Oux @7 (cxcLs)
O moc ws (CCL22) 5 3 & & . 2 = &
secn
Ungated (N=3183) i F A,heldsat:fw . 8_beods IN=303) =
w0 g Ly 4f) 4
Lo 2 2
cs # a0 ‘ £ %
L ¢ P - - . ik, 2 = 5 P
a 2 g E k3 F.' 2 2 2 2 .;:l,n 2 2
it e A % e
» | ¥
3 . l“
8 | & | h l
FSCA e
. - l,Mw-h?sw x
' i

Standart

Standart [103.87846| 63.1873 [187.64201| 91.068 |99.64096 197.6583[124.953 179.0319 142.0526
703213

= 224.2886 (126.9 65.9338 155.13539|

Standart [104.58671/61.805935(201.66165| 96.00563
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Standart 61
Standart

Standart

Dondurulan 4T1 CM 155.8008! 64.78283
Dondurulan 4T1 CM 167.3260!

Taze 4T1 CM
Taze 4T1 CM

CCLS5 Rekombinant
CCLS5 Rekombinant

M

kekCBA analiz sonu-1ar

74



El de edilen sonu-Ilar dojrultusunda, CC|
kafes ¢zerinde deney planl anméxkteéer .

+CCL5-CD3,-CCL5-CD3ve-CCL5 +CD3 ol mak ¢zere ¢- f
altenda; dal ak, kemi k i1 i7J]1i, | enf nodu v
edil en T h¢crelerdi il e deneyl er ger - el
dejerl emeiritheanigien kokul da da %6 00 én ‘
g%zl emlenmi Kktir.

CD4 T h¢gcre alt pop¢l a€£PE8nkoknmtehemd i
organl ardan il zol e edil en h¢crelerin can

Lenfosithlcreleri- er i si nden @tpdp ¢ Ivas ywodr nadriasei nd e

kemi k il ifJi kaynakl & h¢gcrelerin %20, dij
czerinde canl el ék gesterdiiji sapt anmeé:
dejerl endiri ICDi3] ignmdueb;u ntd@CL5dal ak %15, kK en
%40 ve timus %15or&nda canl él ék lepfosghiicetencerisindenr . An C
C D 8alt populasyot incel endi,j iynaddenézca | enf nodunda
seviyesinde ol up, dijer organlardan el de

gestermi ktir.

-CCL5-CD3 kokulunda CD4 T he¢gcreleri, t ¢
canl el ek lergosithiicelermiek ;i si nden @tbpbp¢ vas DBl ar
incdl endilkfemidke i | i 7] i kaynakl e hg¢gcrelerde ca

ise %506nin ¢zerinde ol duju go°r¢él megkteor .
iliji, lenf nodu ve timustan el de edil en
ol ar ak ;slenfodithicrele¥ik er i si nden GDpbp¢Vvas DBl ar
incl endiiget pwmeor ganl arda canl él ek orané %460

-CCL5 +CD3 kokul unda CDh4 h¢egcrelerin t
canl él ek g©°st erlenfgsithicreleris pr i seddé mi @&aDd4r . ve
pop ¢ | asipcd nelnadri § a Inadket a %7 0, kemi k i lijinde
ve timusta %50 oranénda canl é& h¢gcre bulou
kokul da t¢e¢m organl arda %2 0 @nfosinhtcralért é nd a
i-erisinden Q@GDppbp¢lvesywud®d@EHnmdidf sendean!l él ek o
%20nin alt &ekdddd ¢ K m¢g Kt ¢r
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8. Giin Canhhk Analizi

. -CD3, +CCLS . -CD3, -CCL5 ) +CD3, -CCL5
IR I TN N N I
L B R H o ; n.'mm e w‘.w|u—| - : u.wm e
l Lenfosit Hiicr::cr igerisinden CD4° ve CD&" Alt Popiilasyonlarinin Canlilik Analizi .
ﬁiﬂ 0o S Eﬂn - n n = g“iﬂ m o= T
o Ul 1o 1 L lle U 1L S
kekil44. Ki rl i kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c f:
8. veya 16. g¢n sonunda <p3lengC&X® nlkedarge ucanl él ek
Genel CDh4 haféza T hg¢cr ehucelerinin ipotep ¢ 1 a s\

edi |l diJi organl ar karkeél akteéerél déj éenda,

organl ara kéeyasla hafeza T h¢gcrelerine da
CD4 &Mt pop¢l asyonu dejerlendirildijin
h¢crelerinin, dijer organl ar damcreerircbe edi |
daha y¢ksek oranda farkl él akteée] &asaptan
pop¢l asyonu incel enldidjei ngPezl e@me€D4] i MTIRM

olmasadak emi k i | i ] i kaynakl & T h¢gcrelerinin
oranénén dijer organlara kéyasla daha yg¢l
TEMlalt pop¢l asyonunda bu durumun tersine
lh¢crelerine dPn¢gke¢egm oranénéen dijer or ga
ol duj u t es(pekiltds).edi | mi ktir
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% Hiicre CD4+ TRM total CD4 igerisinden

100 — 3 TRM 1 (CD4+)
:g— 1 TRM 2 (CD4+)
E 40— E=l TRM 3 (CD4+)
=
©
a
e
S
I
2

Dalak Timus Kemik lligi Lenf Nodu

-CD3 137 ug CM
% Hiicre CD4+ TCM total CD4 igerisinden

1::: 1 TCM 1 (CD4+)
£ o TCM 2A (CD4+)
D 20 e TCM 2B (CD4+)
(=]

§ %

Q

:3

§ Z
7

Dalak Timus Kemik lligi Lenf Nodu

-CD3 137 ug CM

% Hiicre CD4+ TEM total CD4 igerisinden

100 —
80— 3 TEM 1 (CD4+)

60 — B3 TEM 2 (CD4+)
40 —
20—
10 -

6 -
4 -
2_

%Hiicre Dagilimi
(=] [--]
1 1

T T T T
Dalak Timus Kemik iligi Lenf Nodu

-CD3 137 ug CM

CD4+ CD3 | CD4 [ CD8 | CD44 [CD45.2 CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRGI Pozitif
TRM 1 LO: Diisiik

TRM 2 Negatif

TRM 3 Pozitif/ Negatif

TCM 1

TCM 2A

TCM 2B

TEM 1

TEM 2
kekil 45.K'i r | i kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c f ¢
8 . gén sonunda saflaktérélan CD4+ -Gba 10agzCCLS5T h ¢ cr e

denebbu€DB83; CD3 uyarémé yapél maméexk)
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Canl el ek sonu-0CD8 C@Bagubyilederey s@admcedi | mi Kt

Kirli kafes deney grubu;CD3 CCL5 kokulun 8 g¢n son
h¢crelerin haféza T h¢gcre gruplaréneén sa
pop¢l asyonl aré i | e -Kifuddereyec sorucumda elde@dilenn 3 . ¢
veridjegdak®zetl enmi ktir

Hafeza T h¢gcre alt pope¢lasyonl arénén 47
ol madeéej é& g°zkleeBnllendmi Kkt ir

Dalak- Lenf Nodu 10ng CCLS5 3. giin

H

T T T
DALAK LENF  DALAK LENF  DALAK LENF

Normalize

hcanhik
e3888833888

150-
3 CD4TRM

B CO4TCM
£ CO4TEM
B3 cosM

. ONLY4TY
[ CD4TRM

= A

ONLY 4T1 DALAKLENF  DALAKLENF  DALAKLENF  DALAK LENF

DALAK EVOS-GRAFIK |

CD4 TRM

LENF NODU EVOS-GRAFIK

CD4+ CD3 CD4 CD8 CD44 | CD45.2 | CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRG1 Pozitif
Saflastirilan TRM
(TRM 1)
Saflagtirilan TCM|
(TCM 1)
Saflastirilan TEM|
(TEM 1)
Saflagtirilan
Genel Hafiza
CDg (CD8+ M)

kekt.Ki rli kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c f e
8.g¢n sonunda safl aktéreélan CD4+ veya CD8+ hafez
ko-kilttrleri ( saf |l akt ér @€l an ha§éraeKllekftémdasd i€ ndhTéle, r e8 :elr)i r
oldurme kapasitesonucu ( n :T&gWay ANOVA testi (Bonferroni bés po
MannWhithney Ut e st | er i (*™ywa0@@l). mé Kkt ér

Kirli kafes deney grubu;CD3 CCL5 kokulun 8 g¢n son
h¢crelerin haféza T h¢gcre gruplaréneén sa
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pop¢l asyonl ar é i | e -Kifuddereyec sorucumda elde@dilenn 4 . ¢
veriler akajéda °zetlenmicktir

Yalnéeézca DalllhkcC®OUer TEMN 4T1 h¢gcrelerin
dijer hafeza T h¢gcre alt pop¢l asyonl ar é
etkisinin ol madejé g°zlemlenmi«xktir. Dij
safl akteérélan t¢iméhdardaaldfTlpbpgpeghras eonl &

ol arak anl aml é& bi (kekid?)ki tespit edi |l memi K:

ONLY 4T1

DALAK EVOS-GRAFIK

W ONLY 4T1
O coaru CD4 TRM CD4TCM CD4 TEM CD8M
= cpaTeM - R . .
3 CO4TEM
3 coem

W ONLY 4T1

LENF NODU EVOS-GRAFIK

ONLY 4T1 TRM TCM TEM CD8+M
CD4+

Kemik 1ligi ~CD3 10ng CCL5 4. giin

KEMIK iLIGI EVOS-GRAFIK ]

TIMUS EVOS-GRAFIK

W ONLY 4T1
3 CD4 TRM
3 cD4 TCM
3 CD4 TEM
B cosm

ONLY4TI TRM _TCM _TEM CD8+M

CD4+

CD4+ CD3 | CD4 | CD8 | CD44 [CD45.2| CD69 | CD103 | CXCR3 | CD62L | KLRG1 Pozitif
Saflagtirilan TRM]
(TRM 1) LO: Disgiik
Saflagtirilan TCM|
(TCM 1) Negatif
Saflastinlan TEM|
(TEM 1) Pozitif/ Negatif
Saflagtirilan
Genel Hafiza
CD8 (CD8+ M)
kekr.Kirli kafeste ortaména maruz kal mék BALB/ c f e

8.9g¢n sonunda safl akteérélan CD4+ veya CD8+ haféz
ko-kulttrleri ( saf |l akt ér €l an ha§éraeKllekftémdasd i€:ndhTéle r e8 el )i r
oldurme kapasitesonucu ( n :T&gWay ANOVA testi (Bonferroniés po
MannWhitney Ut est | er i (*™ya0m@l). mé Kkt ér
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46. 4T1 H¢creler Tarafeoan!l Bah@tarh,a h g Kk F
Conditioned Medium, CM) Splenik CD4+ veya CD8+ T Hucre Proliferasyonu
Uzerine Etkisi

Y°ntem 3.4 de ki gi bi izole edilen spl
proliferasyon kapd8iteleri incel endi ( kel

k e kdB.ITemiz kafesor t aména maruz kalenécke BADBImi €FSE pll @em d i
fenotipstratejisi

Tot al CFSE ekspr e-£€33da7yg CvveED3 237 dgiCMi nd e,
+ 10 ng CCL5 gruplareéeneéen, 20 Og kokull ar
belirgin kekilde baskél adejé g°zl emlenmi
grupta da T hicrggr ol i ferasyonunun anlamleée d¢gzey:
Cb3 [/ CD4 ve CD3 [/ CD4 alt gruplaréndaki
sonu-|laréyl a benkelldd.i k g°stermektedir

[ TOTAL CFSE
. . E3 CD3-/CD4+
CD4+ T ve CD8+ T Hiicre Proliferasyonu CFsE
E3 CD3+/CD4+
CFSE
3 CD3-/CD4-
CFSE
E3 CD3+/CD4-
CFSE

n
o9
888

%Proliferasyol
-oa3888883

<03 +CD3 D3 137ugCM  -CD3 137ugCM
+CCLS

-CD3 20ugCM ccLs
-CD3 20ugCM +cCLS

Total Hiicre Proliferasyonu

90 [ TOTAL CFSE
= 80 _—
2 70
£ 60 -
s 50
Ew
= 30
S 20
10 [__'__l
T T T T T T
D3 +CD3 <CD3 137ugCM -CD3 137ugCM  -CD3 20ugCM  -CD3 20ugCM ccLs
+CCLS +CCLS

k e kd0.ITemiz kafesor t aména maruz kal mék BALB/c¢c farelerde
proliferasyon test sonuceCD3 137ug CM + 10ng CCL5CD3 20ug CM,-CD3 20ug CM + 10ng
CCL5, sadeceCD3 10ngCClLlxleney dJ-€DP)] a€P3 uyarémé yapél mamék)
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4.7.Tumorle K 1 kHaif |&ihiEcreOl u Kk u mMa K & o fRalj & n

Sekiz g¢n s¢resince farkle keglter K 0K L
pop¢l asyonl aréna ait makrofaj ye¢idelkielr i
50,-CD3 kokull arenda makrofaj oranl ar énén

daha y¢ksek ol duju g°zlemlenmixktir.

kekbo.6i8 haftaléek sajl ékl & BALB/ ¢ f-raouse CR3rantikodien el d
varl é] éndak ovkewlal gkpomnneggri8yl e k¢l tegre edil mi ktir., K
11b ve F4/80 monoklonal antikor boyayataddirlenmesine yonelik uygulandtowsitometritemelli

kapél ama stratejisi

Ozelike-CD3 137 Og CM kokulunda makrofaj or
-CD3 137 O0g CM + 10 ng-COGBLR2OKk®QulCMnKack%?a:é
ve-CD3 20 Og CM + 10 ng CCL5 kokulunda ¢
uygulanan {CD3 10 ng CCL5) grupt i se makr of aj oraneé en

yakl akéek %40 ol arak tespit edil miktir. B
daha d¢k¢k makrofaj ye¢gzdeleri saptanmeéecxk;
+CD3 137 ug CM + 10 ng CCL5, +CD3 20 ug CMd ¥CD3 20 ug CM + 10 ng CCL5
kokull arénén her birinde yaklakék %10, +¢C
makr of aj gzl enmi ktir. Sadece T BCDB8rel eri
kokul unda yakl akék %30, + CDd3a knoaxkurloufnadja via
belirl enmiktir. Bprolifemsyoruwu ma lar o f aT Haarkd &l
baskéeladéjéne ve °zellikle CCL506in bu sg¢gr
(kek.il 5
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