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e Enstitli / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime
agllmasi mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmigtir. @

15/03/2019

Giircan TUNALI

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime Agilmasina lliskin Yénerge”
(1) Madde 6. 1. Lisansisti tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez damgmanimin dnerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérisi zerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulu iki yil sire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildii, heniiz makaleye déniismemis veya patent
gibi yéntemlerle korunmamg ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz
kazang imkani olugturabilecek bilgi ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez damgmamimin énerisi ve
enstitdi anabilim dalimn uygun gérigii (zerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli
karari ile alti ayi agmamak Uizere tezin erigime agiimasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal gikarlari veya givenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglk
vb. konulara iligkin lisansdstii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum
ve kuruluglarla yapilan isbirligi protokolii gergevesinde hazirlanan lisanstistii tezlere iligkin gizlilik karari
ise, ilgili kurum ve kurulugun &nerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisii iizerine iiniversite
yénetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekégretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari
gergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damgmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii iizerine enstitii veya fakiilte
ybnetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu calismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar cercevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglan bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu,
tezimin kaynak gosterilen durumlar diginda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Giines
ESENDAGLI, damsmanhginda tarafimdan uretildigini ve Hacettepe Universitesi Saghk

Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

ALzl

Giircan TUNALI



vi

TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca bilgi birikimi ile beni aydinlattigi ve yol gosterdigi
icin sonsuz tesekkirlerimi sundugum danismanim Prof. Dr. Gines Esendagh ile
¢alismak benim icgin essiz bir hayat tecriibesi olmustur.

Tez izleme Komitesinin saygideger (yeleri Do¢. Dr. Fisun Ozmen’e ve
Dr. Ogr. Uyesi Arzu Atalay’a tezime yaptiklar degerli katkilardan dolay siikranlarimi
sunarim.

Tez calismam igin olanaklarini bizimle paylasan ve destegini esirgemeyen
Prof. Dr. Ellen Van Obberghen-Schilling ve ekibine, Prof. Dr. Yasemin Aksoy’a,
Dr. Deniz Ceylan’a ve Maurice Hattab’a tesekkir ederim.

Tez calismama verdigi destekten &tiiri TUBITAK ve Hacettepe Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon birimine tesekkdiri bir borg bilirim.

Yardimsever ve giiler yiizlii yaklasimlarindan étiirii H.U. Temel Onkoloji Ana
Bilim Dali ve Kanser Enstitlisi ¢alisanlarina, yanimda olan, ilgi ve alakalarini eksik
etmeyen arkadaslarima ictenlikle tesekkir ederim.

Hayatimin her alaninda manevi olarak yanimda olan, bana glivenen ve

kosulsuz destek veren sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



vii

OZET

Tunali G. Meme kanseri hiicreleri tarafindan iiretilen fibronektinin miyeloid hiicre
karakteri iizerine etkisi. Hacettepe Unversitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Timor
Biyolojisi ve immiinolojisi Programi Doktora Tezi, Ankara, 2019. Bazal-benzeri meme
kanseri (BBMK) inflamasyonu diizenleyici karaktere sahiptir ve yliksek diizeyde miyeloid
hiicre infiltrasyonu gosterir. TUmor dokusunu olusturan hiicre-disi matriks bilesenleri,
ozellikle fibronektin (FN), miyeloid hicrelerin farklilasmasina katkida bulunur.
Timordeki makrofajlar STAT3 transkripsiyon faktoriiniin katkisi ile immiin baskilayici
karakter kazanir. Timor-iliskili makrofajlar (TAM), timoérde inflamatuvar mikrogevrenin
olusumuna katki saglar. Elastaz-2 FN’i 6zgll bolgelerden keserek TLR4 reseptorini
uyarabilen EDA bolgesinin ortaya c¢ikmasini saglar. Bu tez calismasi, BBMK
hiicrelerinden Uretilen faktorlerin miyeloid hiicrelerdeki STAT3 aktivitesini ve timor
mikrocevresindeki inflamatuvar karakterde &nemli rol oynayan interlokin-1B (iL-1B)
Uretimini duzenledigi ve FN/FN-EDA, elastaz ve TLR4 ekseninin meme kanserinde
inflamasyonun devamliligini sagladigl hipotezine dayanmaktadir. Analizlerde periferik
kan monositleri ve immatir miyeloid hiicre modeli olarak miyeloid [6semi hiicre hatlari
kullanildi. Bu hiicrelerde fenotipik (CD11b, CD11c, CD14, CD40) ve fonksiyonel (reaktif
oksijen tirlerinin Uretimi, kemotaksis ve fagositoz kapasitesi, CD4* T hiicre ¢ogalmasinin
uyariimasi) farklilasma parametreleri degerlendirildi. BBMK hiicre stpernatanlari ile
inkiibe edilen miyeloid hiicrelerde STAT3 aktivasyonu TLR4 diizeyleri, iL-1PB ve elastaz-2
Uretimi arastinildi. STAT3 aktivasyonu sonrasinda miyeloid hiicrelerin iL-1B, TLR4,
elastaz-2 ve NF-«xB aktivitesini uyarma diizeyi degerlendirildi. Pro-inflamatuvar
sitokinler varliginda meme kanseri hiicrelerinde total FN ve FN-EDA diizeyleri test
edildi. FN-EDA’nin TLR4 ve NF-xB aktivitesine etkisi incelendi. BBMK hiicrelerinden
salgilanan faktorler miyeloid hiicrelerde fenotipik ve fonksiyonel olgunlasmayi uyardi.
Kemotaksis kapasitesi artan miyeloid hiicrelerde BBMK hiicrelerinden salgilanan
faktorlerin STAT3 aktivitesini uyardigl belirlendi. Yiksek STAT3 aktivitesine sahip
miyeloid hiicrelerde iL-1B salim kapasitesi artti. iL-1B ile uyarilan BBMK hiicrelerinde
total FN ve FN-EDA izoformunun arttig1 gézlemlendi. FN-EDA konsantrasyonu arttirilan
BBMK hiicre siipernatanlarinin monositlerden iL-1B Uretimini etkili bir sekilde
desteklendigi gorildi. Yiksek diizeyde FN-EDA iceren ortamda BBMK hiicrelerinden ve
monositlerden salgilanan faktorlerin NF-kB aktivitesini uyardigi tespit edildi. iL-1B
Uretimi ve NF-kB aktivitesi Uzerindeki etkinin STAT3 aktivasyonuna bagh olarak
gerceklestigi belirlendi. BBMK hiicrelerinden salgilanan FN-EDA’nin ve rekombinant FN-
EDA varliginda yliksek diizeyde elastaz-2 iceren PMN l|okosit slipernatanlarinin TLR4 ve
NF-kB aktivitesini uyarmadigl gorildd. Sonug olarak, BBMK ve monositler arasinda
timér mikrogevresindeki kronik inflamasyonu destekleyen, STAT3/iL-1B/FN molekiilleri
aracihg ile pozitif bir geri-besleme mekanizmasinin olabilecegi yoniinde bilgilere
ulasiimistir. BBMK’de STAT3, iL-1B ve FN’in hedeflenmesi inflamatuvar mikrogevreyi
kanser tedavisine elverisli hale getirebilir. BBMK icin tedavi stratejileri gelistirilirken bu
pozitif geri-bildirim mekanizmasinin varligi dikkate alinmalidir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, miyeloid hiicre, fibronektin, STAT3, iL—lB, FN-EDA

Bu calisma, TUBITAK (Proje no: 1137923 ve 1167997) ve Hacettepe Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Birimi (Proje no: TDK-2018-16203) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Tunali G. The effect of fibronectin produced by breast cancer cells on myeloid cell
character. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Tumor Biology
and Immunology Program Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2019. Basal-like breast
cancer (BLBC) possess high capacity to regulate inflammation and identified with high-
level myeloid cell infiltration. Extracellular matrix components produced by tumor cells,
e.g. fibronectin (FN), can support myeloid cells’ maturation. Macrophages in the tumor
gain immunosuppressive characters with the contribution of the STAT3 transcription
factor. Tumor-associated macrophages (TAM) contribute to the formation of
inflammatory microenvironment. EDA fragment released by elastase-2-mediated
cleavage of FN can stimulate TLR4 receptor. This study is based on the hypothesis that
the factors produced by BLBC cells regulate STAT3 activity in myeloid cells and
interleukin-1B (IL-1B) production, which plays an important role in the inflammatory
character of the tumor microenvironment, and FN/FN-EDA, elastase and TLR4 axis
provide the contribution of inflammation in breast cancer. Peripheral blood monocytes
and myeloid leukemia cell lines, as immature myeloid cell model, were used.
Phenotypic (CD11b, CD11c, CD14, CD40) and functional (production of reactive oxygen
species, chemotaxis and phagocytosis capacity, stimulation of CD4* T cell proliferation)
differentiation parameters were evaluated. STAT3 activation, TLR4 levels, IL-1B and
elastase-2 production were investigated in myeloid cells incubated with BLBC cells’
supernatants. IL-1B, TLR4, elastase-2 and NF-kB stimulation by myeloid cell were
evaluated following STAT3 activation. In the presence of pro-inflammatory cytokines,
total FN and FN-EDA levels were evaluated in breast cancer cells. The effect of FN-EDA
on TLR4 and NF-kB activity was investigated. Factors produced by BLBC cells induced
phenotypic and functional maturation in myeloid cells. In myeloid cells with increasing
chemotaxis capacity, STAT3 activation was stimulated by factors produced by BLBC.
IL-1B secretion increased in myeloid cells with high STAT3 activity. Total FN and FN-EDA
isoform was highly produced by IL-1B-induced BLBC cells. BLBC cell supernatants and
FN-EDA were synergistically promoted IL-1B production from monocytes and
stimulated NF-kB activity. The effect on IL-1B production and NF-kB activity were
associated with STAT3 activation. Either secreted by BLBC cells or recombinant FN-EDA,
when treated with neutrophil supernatants containing high levels of elastase-2, did not
stimulate TLR4 and NF-xB activity. In conclusion, a positive feedback mechanism
between BLBC and monocytes through STAT3/IL-1B/FN molecules supports chronic
inflammation in the tumor microenvironment. Targeting STAT3, IL-1B and FN in BLBC
may modulate inflammatory microenvironment in favour of cancer therapy. The
development of treatment strategies for BLBC should take into account the presence of
this positive feedback mechanism.

Key words: Breast cancer, myeloid cell, fibronectin, STAT3, IL-13, FN-EDA

This study was supported by TUBITAK (Project no: 1137923 and 116Z997) and
Hacettepe University Scientific Research Unit (Project no: TDK-2018-16203).
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1. GiRiS

Meme kanseri hem hicresel hem de molekiiler diizeyde heterojenlik
gosterir. Bu kanser tirl timor hiicrelerinin ylzeyinde bulunan 6strojen reseptori
(estrogen receptor, ER), progesteron reseptori (PR) ve insan epidermal biyime
faktorl reseptort 2 (human epidermal growth factor receptor 2, HER2) ifadesine
gore karakterize edilir (1, 2). Bazal-benzeri meme kanseri (BBMK) en agresif meme
kanseri alt-tipidir ve bu reseptorlerin hicbirini belirgin diizeyde ifade etmez (3). Bu
kanser hicrelerinin Urettigi faktorler timor mikrogevresinde bulunan, miyeloid
hlcreler dahil tim hucreleri fenotipik ve fonksiyonel acgidan etkiler (4). Timor
dokusunu olusturan hiicre-disi matriks bilesenleri, 6zellikle fibronektin, miyeloid
hlcrelerin dokuya yerlesimine ve farklilasmasina katkida bulunur (5). Timor
mikrogevresinde farklilasan miyeloid hiicreler genellikle immin baskilayici karakter
kazanir. Tumoér dokusunda baskin olarak bulunan timor-iliskili makrofajlarda
(tumor-associated macrophages, TAM) immiin baskilayici karakterin ortaya ¢ikmasi
sinyal donustiricl ve transkripsiyon aktivatori 3 (signal transducer and activator of
transcription 3, STAT3) transkripsiyon faktoriniin aktivasyonu ile yakindan iliskilidir
(6). STAT3 aktivitesi yiksek olan TAM’lar tarafindan Uretilen sitokinler kanserin
ilerlemesine neden olan inflamatuvar mikrogevrenin olusumunda rol oynar (7).
Tumor dokusunda farkli 6zgulliiklere sahip pek ¢ok proteolitik enzimin varhgi tespit
edilmistir. Ornegin, elastaz gibi enzimler fibronektini (FN) 6zgil bélgelerinden
keserek ekstra domain A (EDA) iceren fibronektin (FN-EDA) pargalarinin olusumuna
katki saglar (8). FN-EDA parcalarinin miyeloid hicrelerde yaygin olarak bulunan
toll-benzeri reseptor 4’G (toll-like receptor 4, TLR4) uyarabildigine dair yayinlar
mevcuttur (9). TLR4 uyarimi ise baslica transkripsiyon faktorii olan nikleer faktor-
kappa B (NF-xB) araciligi ile pro-inflamatuvar sitokin tretimini gliclendirir (10).

Bu tez calismasi, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden (retilen
faktorlerin miyeloid hiicrelerdeki STAT3 aktivitesini ve tlimoér mikrocevresindeki
inflamatuvar karakterde ®nemli rol oynayan interlékin-1B (iL-1B) Uretimini
diuzenledigi ve fibronektin/FN-EDA, elastaz ve TLR4 ekseninin meme kanserinde

inflamasyonun devamliligini sagladigi hipotezine dayanmaktadir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Tez calismasi kapsaminda ortaya ¢ikarilmasi hedeflenen mekanizmanin
sematik gosterimi. (FN-EDA Fragment, EDA iceren fibronektin fragmenti;
p-STAT3, fosforile STAT3)

Gerceklestirilen bu calismada, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden
salgilanan faktorlerin miyeloid hiicrelerde fenotipik ve fonksiyonel olgunlasmayi ve
farklilasmayi uyarabilecegini gosterdik. Kemotaksis kapasitesi artan miyeloid
hiicrelerde bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktérlerin STAT3
aktivitesini artirdig1 belirlendi. Yiiksek STAT3 aktivitesine sahip miyeloid hiicrelerde
IL-1B salim kapasitesinin arttig tespit edildi. iL-1p ile uyarilan bazal-benzeri meme
kanseri hucrelerinde fibronektin ve FN-EDA izoformunun arttigi gozlemlendi.
FN-EDA  konsantrasyonu arttirilan  bazal-benzeri meme kanseri hiicre
stipernatanlarinin monositlerden iL-1B Uretimini etkili bir sekilde artirdigi gérild.
Ayni zamanda FN-EDA konsantrasyonu yiksek olan bazal-benzeri meme kanseri
mikrogevresinde kanser hiicrelerinden ve monositlerden salgilanan faktorlerin
NF-kB aktivitesini etkili bir sekilde uyarabilecegi gdsterildi. iL-1B tretimi ve NF-kB
aktivitesi Uzerindeki etkinin STAT3 aktivasyonuna bagli olarak gerceklestigi
belirlendi. FN-EDA varliginda THP-1 hiicre silipernatanlarinin ve yiliksek diizeyde
elastaz-2 iceren PMN I6kosit slipernatanlarinin TLR4 ve NF-kB aktivitesini

uyarmadigi gorilda.



Sonuc olarak, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorler
monositlerde STAT3 aktivasyonunu artirarak inflamasyonu dizenleyici karakter
kazanmasini saglayabilir. Yiksek STAT3 aktivitesine sahip monositler iL-1P
diizeylerinin atmasina yol acgarak bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinden
fibronektin, dolayisi ile FN-EDA, (lretimini destekleyebilir. Boylece bazal-benzeri
meme kanseri mikrogevresinde FN-EDA konsantrasyonunun artisi monositlerden
daha fazla IL-1B dretilmesini saglayabilecektir. Ayrica, FN-EDA diizeyi artan
mikrocevrede bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden ve monositlerden
salgilanan faktérlerin otokrin ve parakrin sekilde NF-kB aktivitesini uyararak iL-1P
artisinin daha fazla desteklenmesine neden olabilir. Bu sekilde bazal-benzeri meme
kanseri ve monositler arasinda timor mikrogevresindeki kronik inflamasyonu
destekleyen, STAT3/iL-1B/fibronektin molekulleri araciligi ile pozitif bir geri-besleme

mekanizmasinin olabilecegi yoniinde bilgilere ulasiimistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda yaygin olarak gorilen saglik problemlerinin
basinda gelmektedir. Ulkemizde ve diger iilkelerdeki kadinlarda tanisi konan biitiin
kanserler icinde %23-30’liik oranla ilk sirada yer alir. Bu kanser tirl kanser ile iliskili
olimlerde akciger kanserinden sonra kadinlarda (%14) ikinci sirada yer almaktadir
(1, 11, 12). Meme kanseri, farkli morfoloji, biyolojik davranis ve klinik etkilerle
karakterize edilmistir; genetik ve molekiler olarak heterojenlik gosterir (3). Meme
timorlerindeki bu heterojenlik meme dokusunu olusturan farkli hiicre gruplarindan
meydana gelen neoplastik olusumlardan kaynaklanmaktadir (1).

Meme dokusu sit Uretmek ve salgilamak icin 6zellesmis bir glandular
yapidir. Meme dokusunun embriyonik gelisimi tek tabakali ektodermin genisleyip
meme hattini olusturmasiyla baslar. Bu yapi gelisimini dogumdan sonra tamamlar
ve ergenlik donemine kadar islevsel degildir. Disinin ergenlige ulasmasi ile beraber
salgilanan hormonlar ve diger faktérlerin kontrolii altinda memenin duktal epiteli
meme yag dokusuna invaze olur. Cift katmanli duktal yapi bazal tarafinda kontraktil
miyoepitelyal hiicrelerin cevreledigi liminal epitelyal hiicrelerden olusur. Meme
epiteli her menstrual donglide prolifere olur ve daha sonra apoptoza ugrar. Ancak,
hamilelik sirasinda, liiminal epitelde bulunan alveolar hiicreler hormonlarin etkisiyle
hizli bir sekilde cogalir ve sut Uretebilen sekretuvar alveoller meydana gelir.
Laktasyon sirasinda siit bu alveoller araciligi ile duktal kanala salgilanir. Emzirme
slrecinin sona ermesi ile, genislemis epitel hiicreleri apoptoza ugrar. Meme bezi
yeniden yapilandirilarak dinlenme fazina geri déner. Meme epiteli, menstrual déngi
ile uyarilan hormonal degisimler ile iliskili olarak meydana gelen periyodik
genislemeler, hamilelik sirasinda meydana gelen degisimler, laktasyon ve involiisyon
gibi asamalar sirasinda yapisal ve fonksiyonel olarak bircok kez degisime ugrar. Bu
degisimler epitelyal hiicrelerin transformasyonunu kolaylastirabilmektedir. Bu

nedenle, meme timorleri genellikle epitelyal kokenlidir (13).



Kanser gelisimi uzun bir sirectir ve cok sayida molekiler degisim
gerektirmektedir. Meme kanserinin klonal evrimi, normal epitel hiicreden baslayip
metastatik kanserle sonlanir. Bu slirecte, genetik ve epigenetik birgok molekiler
degisim ve fenotipik karakteri degisen bircok hiicre popiilasyonunun ortaya ¢ikmasi
s6z konusudur. Ortaya cikan kanser hiicrelerinin klonal bliyimesi ve dokuda
bulunan diger hicreler ile molekiler ve hiicresel diizeyde etkilesimleri karmasik bir
yapinin olugsmasina neden olur. Meme kanseri gelisimi, atipik duktal hiperpilaziden
baslayarak duktal karsinoma in situ (ductal carcinoma in situ, DCIS) ve bu lezyonlarin
evrimi ile invazif meme kanseri olusumuna kadar asamali olarak ilerlemektedir (1).

invazif meme kanserleri histopatolojik olarak ve gen ifadesi analizlerine gére
alt-tiplere ayrilmistir (1, 2). Her alt-tip farkl biyolojik karakterlere ve davranislara
sahiptir (2). Meme kanseri alt-tiplerinin belirlenmesinde yiliksek dizeyde
ifade edilen hormon reseptorleri (ER ve PR) ve HER2 gibi o6zgul belirtecler
kullanilmaktadir. Bu reseptorlerin varlig§ina gére meme kanserleri Iiminal,

HER2-pozitif ve bazal-benzeri olarak ¢ ana alt-grup altinda siniflandirilmaktadir (2).
2.1.1. Meme Kanserinin Alt-tipleri

Liiminal Meme Kanseri: Ostrojen ve progesteron reseptorlerini yiiksek
diizeyde barindiran ve en yaygin gorilen meme kanseri alt-tipidir (14). Bu
reseptorlerden 0Ozellikle ER meme kanseri siniflandirilmasinda en onemli ve
belirleyici bir biyobelirtectir. Ostrojen meme kanseri hiicrelerine ¢cogalma sinyalleri
saglayarak bu hiicrelerin blylmesini uyarmakta ve transformasyonunu
kolaylastirmaktadir (3). Progesteron ise potansiyel kanser hiicrelerinin sayisinda
artisa neden olarak mutasyonlara yatkinligi saglamaktadir (15). Meme kanserlerinin
yaklasik %75’i ER pozitiftir (3). ER* meme kanserlerinin ¢ogunlugunda PR pozitifligi
gorilmektedir. Bu kanser alt-tipi HER2 dizeyine gore iki gruba ayrilmaktadir.
ER*/PR*/HER2 fenotipe sahip meme kanserleri liminal-A olarak siniflandiriimaktadir
(1, 3). Luminal-A fenotipi invazif meme kanserlerinin yaklasik %40’in1 olusturur
(Sekil 2.1). Sikhkla, fosfatidilinositol-4, 5-bisfosfat 3-kinaz katalitik alt birim o

(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit «, PIK3CA) ve



GATA baglanma proteini 3 (GATA3) mutasyonlarini da tasirlar (2). Yiksek dizeyde
farklilasmis timor hicreleri icermesinden dolayl en iyi prognoza sahip meme
kanseri alt-tipidir. Hormonal tedavilere iyi yanit verirler ve mortalite oranlari
disuktir (3). ER*/PR*/HER2* fenotipine sahip diger grup Iluminal-B olarak
siniflandiriimaktadir (1, 3). Liminal B fenotipi invazif meme kanserlerinin yaklasik
%20’sini olusturur (Sekil 2.1). Timor protein (TP) 53, PIK3CA mutasyonlari ve
siklin D1 amplifikasyonlarini da tasiyabilirler. Liminal-B tiimaorleri liminal-A’ya gére
daha az farklilagsmistir (2). Bu tiimorlerdeki HER2 pozitifligi hormonal tedavilerde
dirence yol acabilmektedir (3). Bu nedenle, liminal-B alt-tipi liminal-A’ye gore daha
kotl prognoza sahiptir (1). Luminal meme kanserleri diger meme kanseri alt-tipleri

ile kiyaslandiginda immdiin infiltrasyon diizeyi oldukca duslktir (Solinas, 2017 14).
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Sekil 2.1. Meme kanserlerinin molekuler alt-tipleri ve 6zellikleri. (Wong, 2012’den
(16) uyarlanmustir.)



HER2-pozitif Meme Kanseri: HER2 reseptori PI3K/Akt/mTOR ve Ras/MAPK
gibi farkh sinyal yolaklari aracihgl ile hicre proliferasyonunu ve sag kalimi
diizenleyen tirozin kinaz Ozelligine sahip epidermal blylime faktori reseptorleri
(epidermal growth factor receptor, EGFR) ailesinin bir Uyesidir (2). HER2, meme
kanseri ve diger kanser tirlerinde bu genin amplifikasyonu ve proteinin ylksek
diizeyde ifadesinden dolayl bir onkogen olarak davranmaktadir (1). HER2-pozitif
kanserlerinden ER*/PR*/HER2* fenotipine sahip liminal-B alt tipi disinda hormon
reseptori bulunmayan ER/PR/HER2* fenotipine sahip diger bir alt-tip daha
bulunmaktadir (1). Bu fenotipe sahip meme timorleri invazif meme kanserlerinin
yaklasik %10-15’ini olusturur (16) (Sekil 2.1). Liminal-B’ye benzer sekilde TP53,
PIK3CA mutasyonlari ve siklin D1 amplifikasyonlari da icermektedir (2).
ER/PR/HER2* tumorlerinin farklilasma diizeyi dustktir ve genellikle kotu prognoz
gosterir (3). Bu alt-tipdeki timorlerde immin infiltrasyon dizeyi liminal meme
kanserlerine gore yuksektir (14).

Bazal-benzeri Meme Kanseri (BBMK): BBMK meme dokusunda bulunan
miyoepitelyal hiicrelerden koken alir (15). Miyoepitelyal hiicreler, liminal epitelyal
hiicreler ile stroma arasinda bulunur. Bu hiicreler hemidesmozomlar araciligiyla
bazal membran ile, desmozomlar araciligl ile de lUiminal epitelyal hiicrelerle
etkilesir. Duktal yapida bulunan miyoepitelyal hiicreler igsi yapida olup duktal eksen
boyunca paralel ve devamli bir tabaka olusturur. Miyoepitelyal hiicreler cesitli
sitokeratinleri (sitokeratin-5, -14 ve -17) ifade ederek komsu hiicreler ve bazal
membran ile etkilesimi saglar. Ek olarak, bu hiicreler fibronektin, kollajen ve laminin
gibi hiicre-disi matriks bilesenleri Ureterek bazal membranin olusumuna 6nemli
katki saglar. DCIS lezyonlarindan izole edilen miyoepitelyal hicrelerin belirgin
diizeyde degisime ugradigi ve cok sayida sitokin (iL-6, TNF-a) ve tiimérii destekleyen
molekil (kollajen, tissue inhibitor of matriks metalloproteaz 3 (TIMP3), katepsin K,
CXCL12, CXCL14, trombospondin 2) Urettigi belirlenmistir. Bu faktorler bazal
membranin normal bir sekilde Giretimini ve fonksiyon géstermesini engeller (17; 18).
Bu hiicrelerden kdken alan BBMK hiicrelerinde ER, PR ve HER2 ifadesi goriilmez.

Bu nedenle gli negatif (triple negative) meme kanserleri olarak da



adlandiriimaktadirlar. BBMK invazif meme kanserlerinin yaklasik %15-20’sini
olusturur (1, 16) (Sekil 2.1). TP53, PTEN, PIK3CA ve BRCA1 mutasyonlari da yaygindir
(15). BBMK hiicreleri kdken aldiklari miyoepitelyal hiicreler gibi sitokeratain-5, -14
ve -17 dlretirler. Bunlara ilaveten EGFR ifadesi de diger alt-tiplere kiyasla yaygin
olarak gorilur (3). Bu kanser tipi farkhlasmis timorler icermediginden tim meme
kanserleri arasinda en agresif olani olarak nitelendirilmektedir. ER, PR ve HER2
tasimadiklarindan hedefli tedavilere yanit vermezler (3). Bu 6zellige sahip timorler
epitelyal-mezenkimal gegis (epithelial-mesenchymal transition, EMT) belirteglerinin
(Slug, Snail-1 ve -2, Twist-1 ve fibronektin) yani sira, kdk hiicre ve timor baslatici
hiicre belirteclerini de yiksek dizeyde ifade ederler. Bu nedenle BBMK vyiiksek
diizeyde mezenkimal 6zellik gosterir (1, 3). Bu durum primer timorlerin metastatik
ozellik kazanmalarini hizlandirir ve agresifligi destekler. BBMK yiiksek rekirrens ve
disiik sag kalim oranina sahiptir ve en koétl prognozlu meme kanseri olarak
tanimlanir. (3, 18). Ayrica, meme kanseri alt-tipleri icinde en yliksek |6kosit
infiltrasyonunu icerir (14). Aktif invazyon, metastaz ve immiin sistemden kacis
ozellikleri BBMK’nin gelisimini ve ilerleyisini desteklemektedir (3).

Bu alt-tipler disinda daha az siklikta gériilen normal-benzeri ve diislik claudin
diizeylerine sahip (claudin-low) meme kanseri alt-tipleri de bulunmaktadir.

Claudinler hicreler arasindaki siki baglanma bolgelerinde bulunan protein
ailesidir. Bu protein ailesinin en az 27 lyesi bulunmaktadir (19). Claudinler epitel
hicreler arasinda iyonlarin ve kigiik molekillerin gegisini kontrol eden bir bariyer
gorevi gorirler. Kanserin EMT asamasinda hiicre-hiicre etkilesimlerini saglayan bu
yapilarin dizeyi azalir ve kanser hiicresi motil hale gelir. Bu nedenle claudin
proteinlerinin ifade diizeyinin azalmasi 6zellikle metastaz asamasinda goérulir (20).
Meme kanserinde diisik diizeyde bulunan claudin-3, -4 -7 proteinlerini tasiyan
hiicreler ayri bir alt-tip olarak degerlendirilmistir. Bu alt-tip ayrica ER, PR ve HER2
reseptorlerini de icermeyip bazal-benzeri meme kanseri ile benzer 6zellikler gosterir
(21, 22). Duslik claudin dizeylerine sahip bu alt-tip invazif meme kanserlerinin
yaklasik %10’unu olusturur. Bazal-benzeri meme kanseri ile benzer sekilde bu alt-tip

de kot prognoz gosterir ve sagkalim oranlari disuktdr (1).



Normal-benzeri meme kanseri, gen ifadesi analizlerinde normal meme
epiteli 6zelligi gosterir (1). Ancak, ER*/PR*/HER2" fenotipine sahip olmasindan dolayi
[iminal A meme kanseri alt-tipine benzer. Normal-benzeri meme kanseri alt-tipi
invazif meme kanserlerinin yaklasik %8’ini olusturur. Bu alt-tip normalde iyi prognoz
gostermesine ragmen liminal A alt-tipi ile karsilastinldiginda daha kot prognoza

sahiptir (23).
2.1.2. Meme Kanserinin inflamatuvar Mikrogevresi

Kronik inflamasyon diger kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde de
neoplastik hicrelerin timoér olusumunu destekleyecek uygun mikrogevrelerde
gelismesini saglar. Meme kanseri mikrogevresinin hicresel cesitliligi ylksektir;
epitelyal hiicrelerin yani sira endotelyal hiicreler, adipositler, fibroblastlar ve yiiksek
miktarda immiin hiicre icerir (24). immiin sistem malign hiicrelerin immiin gézetimi
ve yok edilmesinden sorumludur (25, 26). Tiumoére infiltre olan |6kositler ER", ER* ve
HER2* meme kanseri alt-tiplerine karsi uygulanan tedavilerin basarisina destek
olurken, timor gelisimini ve metastazi da kolaylastirmaktadirlar (27, 28). Aktive
olmus sitotoksik T lenfositleri tarafindan ylritilen anti-timor hicresel immiin
yanitlar neoplastik hicreleri yok eder ve timoér olusumunu engeller (29). TUmor
hiicrelerinin immin sistemden kactigi durumda ise, malin hiicreler stromal doku ve
hicresel bilesenlerini hem oransal hem de fonksiyonel olarak degistiren molekiiller
salgilar (30). Bu sinyaller, homeostatik kosullarda dokuya zarar veren inflamasyonu
sinirlandiran ve immiin baskilayici yanitlar ile karakterize edilen “yara iyilesmesine
benzer” bir durum olusturur (31). Daha sonra, timor hiicreleri ve stromadaki
I6kositler arasindaki etkilesimler anti-inflamatuvar aracilarin dokuya birikimini
saglar (32). Miyeloid-kokenli baskilayici hiicreler (myeloid-derived suppressor cell,
MDSC) ve diizenleyici T hicreleri (regulatory T cell, Treg) gibi bircok immiin
baskilayici  hiicre tipi tanimlanmasina ragmen tUmor-iliskili makrofajlar
(tumor-associated macrophages, TAM), meme timorlerinde en yaygin bulunan
hiicre tipini olusturur. TAM’lar kanser gelisimini destekleyici etkilere sahiptir

(33, 34).
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a. Meme Kanseri ve Makrofajlar

Makrofajlar viicutta fagositik kapasiteleri en yiliksek hticreler olarak islev
gorirler, organizma icin tehlike olusturma potansiyeline sahip hticreleri oldiirtp
ortamdan uzaklastirirlar. Bu hiicreler vicuttaki ilk savunma hattini olustururlar.
Dogal ve edinsel immin sistem arasinda kopru gorevi gorirler (24). Meme
dokusunun gelisimi sirasinda makrofajlar, doku modellenmesinde, bez yapisinin
dallanmasinda ve morfogenezinde rol oynayan ve vaskiler gelisimi dizenleyen
duktal yapilarda toplanirlar. Makrofajlar, gesitli proteazlar lreterek duktal yapilarin
dallanmasi sirasinda hiicre-disi matriksin yeniden modellenmesini saglar (35, 36).
Doku makrofajlart meme kok hiicrelerinin canhiliginin ve fonksiyonelliginin devamini
saglar (37).

Meme timorlerinin yok edilmesi icin dogal ve edinsel immiin sistem
bilesenlerinin koordineli bir sekilde etkilesmesi gerekmektedir. Yiiksek fagositoz
kapasiteleri, gilicli sitokin ve kemokin (iretimi ve edinsel immun yanitlari baslatmak
icin timor antijenlerini sunma yetenegi ile donatilmis makrofajlar, anti-timor
immun yanitlari diizenlemek icin son derece uygun hiicrelerdir (24). Diger taraftan,
meme kanserinde de oldugu gibi immdin uyarici sinyallerin sonlanmamasi
durumunda uzun streli aktivasyon meydana gelir ve kronik inflamasyon gelisir.
Kronik inflamasyon nedeniyle doku hasarini sinirlamak igin stirekli olarak aktiflesen
makrofajlar, pro-inflamatuvar yanitlari bastirma 06zellikleri ile karakterize edilen
anti-inflamatuvar fenotipi benimserler (31). Bu nedenle, inflamasyonu sinirlayan
dogal immiin sistem mekanizmalari timorde anjiyogenezi, blylimeyi ve metastatik
yayilimi kolaylastiran 6zellikleri TAM olarak bilinen makrofajlara kazandirmis olur.

insan meme tiimérlerine infiltre olan monositler tiimér hiicrelerinden
Uretilen faktorler araciligi ile TAM’lara farklilasir. Meme kanseri mikrogevresindeki
TAM’lar timor hucrelerinin  sagkalimini ve c¢ogalmasini destekler (38, 39).
Makrofajlar, meme tiimorlerinin periferinde yiksek sayida bulunurken tlimorin ig
kisimlarina dogru sayilarinda azalma gorilir. Makrofajlar timor kiitlesinde tek tek
veya kiimeler halinde bulunabilir; o6zellikle, kan damarlarina yakin bodlgelerde

bulunarak timor hicrelerinin migrasyonunu etkilerler. (40). TAM’lar tarafindan
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Uretilen proteolitik enzimler ve matriks metalloproteinazlar (MMP) bazal
membranin degredasyonu ve hicre-disi matriksin yeniden organizasyonunu saglar
(41). TAM’lar gesitli faktorler (epidermal blylme faktoéru (epidermal growth factor,
EGF), vaskiler endotelyal blylime faktorl (vascular endotelial growth factor, VEGF),
platelet-kdkenli buyime faktorl (platelet-derived growth factor, PDGF), bazik
fibroblast blylume faktorl (basic fibroblast growth factor, bFGF), timor nekroz
faktorl (TNF)-a, transforme edici blylme faktori- (transforming growth factor
(TGF)-B), IL-8 ve iL-1B, prostaglandin E2 (PGE2), timidin fosforilaz, CCL2 gibi)
Ureterek primer timor mikrogevresine oksijen ve besin saglamak amaciyla
anjiyogenezi uyarir. Béylece kanser hiicrelerinin yayilimi icin gerekli vaskiler yapinin
olusmasi saglanir (42, 43). Timordeki bozuk damar yapisi nedeniyle yeterince
oksijenlenemeyen timor hicrelerinden Uretilen hipoksi ile indiklenen
transkripsiyon faktorleri de (hypoxia-inducible factor (HIF) 1o ve HIF-2a)
makrofajlarin tiimoér dokusunda birikimine yol agar (44, 45). TAM’lardan salgilanan
faktorler adezyon bolgelerindeki E-kaderin ve B-katenin duzeylerinin azalmasi ile
EMT’yi tetikler (24). EMT meme kanseri hiicrelerine mezenkimal o6zellikler
kazandiran bir dénisim sirecidir. Bu donisim sonucunda hiicreler kok hiicre
benzeri rejeneratif duruma gecerler. Kok hiicre benzeri 6zelliklere sahip timor
hicreleri “kanser kok hicresi” olarak adlandirihir. Kanser kék hucreleri timor
olusumunu ve ilerleyisini saglayan hiicrelerdir (24, 46). Makrofajlar temasa-bagimli
olarak meme kok hiicrelerinin gelisimini destekleyen bir nis yaratir. Bu nis olusumu
EMT’yi artirir. TAM’lar ve kanser kok hicreleri arasindaki etkilesimler NF-xB
aktivasyonunu uyarir ve kanser kok hiicresi fenotipinin devamhligini saglar (47).
TAM’lar kanser kok hicresi ile iliskili genlerin (Sox-2, Oct-4 ve Nanog) ifadesini
artirarak kemoterapiye direncte rol oynar (39). Timor hiicrelerinin dolasima gecisi
ve meme kanserinin yaygin metastaz bolgeleri olan akcigere, beyine, karacigere,
kemige ve lenf digiimlerine yerlesmesine premetastatik nis hazirlayarak yardimci
olur (24, 48). Boylece dolasimdaki timor hicrelerinin metastaz yapilacak bolgelere
toplanmasina ve yerlesmesine aracilik ederler. Metastaz odaklarinin da burada

gelismesini saglarlar.
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Neoplastik olusum sirasinda TAM’lar reaktif oksijen tirleri (reactive
oxygen species, ROS) ve nitrojen tlrevleri treterek DNA hasarina yol acgarlar (30).
Bu makrofajlar, transforme hiicrelerin sagkaliminda ve TNF-a, IL-6 ve iL-1B gibi
pro-inflamatuvar sitokinler salgilayarak inflamatuvar mikrogevrenin devamliligini
saglamada belirleyici rol oynar (24, 43, 49). TAM'lar anti-inflamatuvar molekdller
(iL-10, TGF-B, PGE2) iireterek efektér T hiicrelerin ve dogal éldiriici (natural killer,
NK) hiicrelerin sitotoksik fonksiyonlarinin baskilanmasini saglar (50, 51). Bu nedenle,
meme kanserindeki pro- ve anti-timor immdin yanitlar arasindaki denge TAM’lardan
onemli derecede etkilenmektedir. TAM’lar disinda timor mikrogevresinde bulunan
MDSC ve Treg hiicreleri de iL-10, TGF- ve PGE2 iireterek tiimér hiicrelerinin sag
kalimina ve immiin baskilayici mikrogevrenin olusumuna katki saglamaktadir.
TAM’lar ayrica ¢esitli kemokinler (CCL17, CCL20, CCL22 ve CCL24) araciligi ile
sitotoksik T hiicre yanitlarini etkili bir sekilde baskilayan MDSC’lerin, Treg ve
immatir dendritik hiicrelerin timor mikrocevresine goclinii de uyarir (24, 52)

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Meme kanseri gelisiminde rol oynayan TAM aracili mekanizmalar.
(Williams, 2016’dan (24) uyarlanmistir.)
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Hipoksik tiimor bolgelerindeki makrofajlar T hticre Uzerindeki inhibitor
reseptorlerin ifadesini diizenleyerek timore 6zgl T hiicre yanitlarini engeller (53).
TAM’lar tarafindan ifade edilen programlanmis oOlim ligandi 1 (programmed
death-ligand 1, PDL-1) ve PDL-2 molekilleri ile aktif T hiicreler Gzerindeki PD-1
reseptoril etkilesir. Bu sayede, T hiicreler apoptoza ugrar veya yanit verme
kapasitelerini azaltirlar (T hicre yorulmasi). Benzer sekilde, TAM’larda bulunan
CD80 ve CD86 kostimiilator molekilerin aktif T hiicreler lzerindeki sitotoksik T
lenfosit ile iliskili antijen 4 (cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4, CTLA-4) ile
etkilesimi de sitotoksisitenin inhibisyonu, hiicre dénglisiiniin durmasi ve T hiicre
aktivasyonunun engellenmesi ile sonuclanir. Timor hiicrelerine karsi aktiflesmis T
hicreler PD-1 ve CTLA-4 inhibitor reseptorleri tasidigindan dolayr TAM’lar edinsel
imman yanitlari bu kontrol noktalarindaki diizenlenmeler ile baskilar (24) (Sekil 2.2).
Diger bir TAM aracili T hiicre inhibisyonu da L-arginin metabolizmasidir. Timor
mikrogevresindeki iL-4, iL-10 ve iL-13, HIF-1a. ve laktik asit gibi hipoksik sinyallere
yanit olarak TAM’lar arginaz-1 (Arg-1) enzimi Uretirler. Arg-1, L-arginini T hiicrelerin
etkilesemeyecegi bir forma donustir. L-arginin T hicrelerin proliferasyonu ve
aktivasyonu icin gerekli bir molekildir. Boylece efektér T hiicre yanitlari baskilanir
ve timor antijenlerine karsi yanit olusturamazlar (54, 55) (Sekil 2.2). Erken evre
meme tlimorlerindeki TAM’larda ve dolasimdaki miyeloid hiicrelerde Arg-1 artisi
belirlenmistir (56). Timor mikrogevresinde bulunan l6kositlerin yaklasik %40’ini
olusturan TAM’lar iL-12’nin Uretimini engeller (57, 58). Normal kosullarda
makrofajlar tarafindan dretilen iL-12 NK, yardimci T hiicre 1 (T helper 1, Thl) ve
dendritik hicrelerde anti-tiimo6r yanitlarin uyarilmasini saglar. Bunun yani sira,
meme timorlerinde c¢ok sayida bulunan makrofajlar majér doku uygunluk
kompleksi Il (major histocompatibility complex Il, MHC-1I) diizeyinin dlismesine ve
bdylece antijen sunumu ve edinsel immin uyarimlarin azalmasina neden olur (59).
Bu mekanizmalar araciligi ile yeterli immin gozetimin gerceklesmemesi meme

kanseri gelisimine yol acar (Sekil 2.2).
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2.2. Monosit-Makrofaj Farklilasmasi

Dogal immin sistem inflamasyonun baslangici, gelisimi, sonlanmasi ve doku
bitlnlGglinin yeniden saglanmasina kadar farkli evreler boyunca gorev alir. Zaman
icinde gelisen koruyucu inflamatuvar yanitlari baslatarak icerden veya disardan
gelen tehlike sinyallerine karsi ilk savunmayi olusturur. inflamatuvar yanitlarin ilk
asamas! patojeni yok etmeyi amaglamaktadir. Ardindan o6lG hicrelerin, zarar
gormuis hicre-disi matriks bilesenlerinin ve hiicre debrisinin temizlenmesi siireci
gelmektedir. Son olarak dokunun tamir edildigi ve islevsel hale getirildigi evre ile bu
siire¢c tamamlanir. inflamasyon dokulardaki homeostazi yeniden olusturmak igin
verilen bir yanittir (60).

Mononikleer fagosit sistemi, hem yabanci maddelerin dogrudan ortadan
kaldirilmasi hem de inflamatuvar siirecin her evresinin organize edilmesi ile gelisim,
inflamasyon ve organizmanin savunmasinda énemli rol oynar (60). Mononkleer
fagositler arasinda kemik iligindeki miyeloid oncul hiicreler, dolasimdaki monositler,
doku makrofajlari ve dendritik hiicreler yer alir (61). Bu hiicrelerin fonksiyonlari
bliyime faktorleri, koloni uyarici faktér-1 (colony stimulating factor 1, CSF-1) ve
IL-34 (diger bir koloni uyarici faktér reseptor ligandi) tarafindan diizenlenir (62, 63).
Monositler mononikleer fagositlerin primer tipi olarak kanda bulunurlar.
Dogumdan sonra, monositler kemik iligindeki hematolojik 6nciil hiicrelerden
geliserek kan dolasimina gecerler (64). Bu hiicreler insandaki toplam |6kositlerin
yaklasik %10’unu olusturmaktadir. Monositlerin tipik morfolojik 6zellikleri; dlizensiz
hiicre sekli, oval veya boébrek seklinde nikleus, sitoplazmik vezikiller ve
sitoplazma/gekirdek oraninin yiiksek olmasidir. Monositler tehlikeli bir durumla
karsilasip dokulara ge¢medigi stirece dolasimda 1-2 glin kalirlar; daha sonra ise
Olerek ortamdan uzaklastirilirlar (60). Kan araciligi ile vicuttaki cesitli dokulara
yerlesen monositlerin ise olgunlasarak makrofajlara dénisme kapasiteleri vardir
(64).

Dokuya yerlesik halde bulunan veya dokuya 6zgii makrofajlar embriyogenez
sirasinda gelisir (65). Bu makrofajlar, baslangicta yolk kesesindeki oOncil

hiicrelerden, daha sonra ise farkhh organlara goc¢ eden fetal karacigerdeki
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monositlerden gelisir (31). Dogumdan sonra hematopoez fetal karacigerden kemik
iligine gecer (66). Doku makrofajlari gesitlilik gosteren ve yetiskin memelilerin bitin
dokularinda yaygin halde bulunan degisken yapili hicrelerdir. Fizyolojik kosullarda
toplam hicre sayisinin yaklasik %10-15’ini olusturmaktadir. Bu oran inflamasyon
sirasinda artis gostermektedir. Doku makrofajlari, bulunduklari dokulara goére farkl
isimler alirlar. Kemikte osteoklast, akcigerde alveolar makrofajlar, beyinde mikroglia
hiicreleri, bag dokuda histiyosit, karacigerde Kupffer hiicreleri, deride ise
Langerhans hicreleri adini alirlar (Sekil 2.3). Bu popiilasyonlar son derece farkli
transkriptom profillerine sahiptir (60, 67). Diger yandan, makrofajlarin fonksiyonu
genel olarak bitlin dokularda aynidir. Bu hiicreler doku gelisiminde, patojenlere
karst immin vyanitta, immin gozetimde ve 0Ozellikle doku homeostazinin
saglanmasinda Oonemli rol oynarlar (60). Dokuya 6zgl makrofajlar homeostatik
kosullarda kemik iligindeki progenitorlerden veya kandaki monositlerin dokuya goc¢
edip farkhlasmasindan ziyade kendilerini yenileyerek poptilasyonlarinin devamliligini
surdirarler (68, 69). Bu sire¢ CSF-1 ve granilosit-makrofaj koloni uyarici faktor

(GM-CSF) gibi baytime faktorleri ve sitokinler ile diizenlenir (60).

Doku makrofaji

n°* A
|6 = '_7 =

Alveolar makrofaj Osteoklast Histiyosit

= W ©

Kupffer Hiicresi Mikroglia Langerhans hiicresi

Sekil 2.3. Doku makrofajlari. (Galli, 2011’den (70) uyarlanmistir.)
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Dolasimda bulunan monositler genellikle inaktif durumdadir. Doku hasari,
enfeksiyon, neoplazi gibi inflamasyonu tetikleyen durumlara yanit olarak
inflamatuvar dokuya goc¢ ederler. Monositlerin dokuya gecisinde basta CCR2
kemokin reseptoriiniin ligandi olan kemokinler olmak (izere kompleman faktorleri,
doku matriksinin yikim Urlnleri gibi pro-inflamatuvar molekiller rol oynar.
inflamatuvar alana gecen monositler bazal fenotiplerini degistirip olgunlasarak
makrofajlara donistr ve aktif duruma gecerler. Bu makrofajlara “inflamatuvar
makrofajlar” denir. inflamasyon ile uyarilan olgunlasma sirasinda meydana gelen
degisimler metabolizmanin degismesine, hilicre boyutlarinin genislemesine ve
sitoplazmik degisimlere yol acar (64). Dolasimda bulunan monositlerin boyutlari
yaklasik olarak 7-8 um iken bu monositlerden meydana gelen makrofajlar 15-20 um
boyuta ulagsmaktadir (64, 71).

Dogal immiin sistemin en 6nemli elemanlarindan olan makrofajlar ¢ok sayida
patojeni tanima, yutma ve yok etme Ozelligine sahiptir (72). Fagositik hiicreler
omurgali ve omurgasiz canlilarda patojenleri yutma yeteneklerinden dolayi ilk kez
Elie Metchnikoff tarafindan tanimlanmistir (73). inflamatuvar reaksiyonlarin ilk
asamasinda dokuda sayilari artan makrofajlar, doku hasarina yol agan patojenleri
fagosite ettikten sonra ROS ve NO dretimi, miyeloperoksidaz aktivitesi ve
inflamatuvar sitokinler iL-1B, TNF-o. ve iL-6 araciligi ile yok ederler (74). Antijen
sunma yetenegi makrofajlarin en 6nemli 6zelliklerindendir (75). Makrofajlar fagosite
ettikleri patojenlerden kaynakli antijenleri isleyerek doku mikrogevresinde bulunan
T hiicrelere major doku uygunluk kompleksi (major histocompatibility complex,
MHC) molekilleri araciligi ile sunarlar (60, 76). Makrofajlar daha 6nce aktive edilmis
T hicrelere antijenleri sunarak aktivasyonlarinin devamliligini saglar. Dokudaki
makrofajlar naif T hicrelerin aktivasyonunu gerceklestiremez. Clnkld naif T
hiicrelerin aktivasyonu lenf didgimlerinde meydana gelir. Diger taraftan, T
hiicrelerin tamamen aktive olmasi ve etkin fonksiyon kazanmasi antijen sunan doku
makrofajlari ile karsilasan aktive T hiicreleri arasindaki immunolojik etkilesimler ile
gerceklesir (60, 75). Boylece, CD4* ve CD8* T hiicrelerin polarizasyonuna,

farklilasmasina, ¢cogalmasina ve aktivasyonuna katki saglarlar. Bu sayede T hiicreler
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diger immiin sistem bilesenleri ile dokuyu istila eden patojenlere karsi etkili yanitlar
olusturarak mikroorganizmalarin ortamdan temizlenmesini saglarlar (64).

Patojenin ortadan kaldirilmasindan sonra dokuda bulunan makrofajlar
inflamasyonun sonlandiriimasi, hasarli dokudaki 6li hiicrelerin temizlenmesi, yara
iyilesmesi ve immiin gozetim gibi fonksiyonlar gostererek homeostazin
saglanmasinda ve sirdlrilmesinde rol oynar (60). Bu makrofajlar yiksek diizeyde
vaskiler endotelyal biyime faktéra (vascular endothelial growth factor, VEGF)
Ureterek hasarli damar yapilarinin yeniden olusturulmasini ve hiicre-disi matriksin
tekrar diizenlenmesini uyararak dokunun yeniden yapilandiriimasini saglar (60).

Dokudaki inflamasyon sirasinda burada bulunan monosit-kékenli makrofajlar
mikrogevreden gelen pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sinyallere bagli olarak
M1 veya M2 fenotiplerine birinebilirler. Dokuya ulasan monositler inflamatuvar
reaksiyonlarin farkli evrelerinde farkli mikrogevreler ile karsilasabilirler. Dolayisi ile
makrofajlarin bu fenotiplere adaptasyonu inflamatuvar reaksiyonlar sirasinda
dokuya ulasan monositlerin zamanlamasina baglidir (60). Ornegin, inflamasyonunun
erken asamalarinda dokuya goc¢ eden monositler M1 fenotipine farklilasir. Bu
hiicrelerin ¢ogu inflamasyon sirasinda NO ve Fas gibi molekillerin aktivitesi sonucu
olir (77). Bu hicreler icin M1 fenotipi terminal farklilasma fenotipidir.
inflamasyonunun gec¢ asamalarinda dokuya ulasan monositler veya sagkalan M1
makrofajlar, M2 fenotipine farkhlasabilecekleri mikrocevre ile karsilasirlar. Bu
hiicreler doku makrofaji haline gelirler (69, 78). Dokunun yeniden yapilandirilmasi
ve yara iyilesmesi reaksiyonlari sonrasinda, bu hiicrelerden bazilari hafiza ozelligi
kazanarak hafiza ve doku makrofajlarina donisir. Hafiza makrofajlar, dokularda
bulunan daha onceki inflamatuvar reaksiyonlarda goérev almis hicrelerdir. Yeni
uyarim ile karsilastiklarinda daha hizli yanit olusturma o6zelliklerine sahiptir. Bu
durum makrofaj polarizasyonunun hem gecici hem de plastisitesi yliksek oldugunu
gostermektedir (60).

inflamatuvar yanitlarin gelisimi sirasindaki M1/M2 doéniisim{ makrofajlarin
inflamatuvar reaksiyonun farkli fazlarinda farkli aktiviteler gerceklestirmesini saglar

(60). M1 makrofajlar inflamasyonun erken asamalarinda doku mikrocevresinde
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yogun miktarda bulunan interferon (iIFN) y ve bakteri hiicre duvari bileseni olan
lipopolisakkarit (LPS) gibi glicli pro-inflamatuvar molekiller araciligi ile meydana
gelir. Bu fenotipe sahip hiicreler pro-inflamatuvar sitokinler olan iL-1B, TNF-a, iL-6
ve iL-12’nin yaninda toksik efektdér bilesenler olan ROS ve NO {retir ve MHC
molekdllerini yiksek diizeyde ifade ederler. Boylece, patojenlere ve tiimorlere karsi
etkin yanit olustururlar (72, 79). inflamasyonun ge¢ asamalarinda dokuda bulunan
makrofajlar cesitli uyaranlara yanit olarak farkl M2 alt-tiplerine farklilasabilir. IL-4 ve
iL-13 aracihgi ile M2a, Fcy ve TLR reseptoérleri ve immiin kompleksler araciligi ile
M2b ve iL-10, TGF-B gibi anti-inflamatuvar sitokinler ve glukokortikoidler araciligi ile
M2c fenotipine farklilasir (80, 81) (Sekil 2.4).

Monosit

@

IL-4 Glukokortikoidler

IFN-y | LPS IL-13 immiin
IL-10 kompleksler
TGF-B ¥ TLR agonistleri
" Lo —\_n \
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Pro-inflamatuvar Anti-inflamatuvar MDSC iy
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ve anti-timor C ! ’
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Sekil 2.4. Makrofajlarin farkhilasmasi ve alt-gruplari. (Galli, 2011’den (70)
uyarlanmistir.)

M2 makrofajlar yiiksek diizeyde iL-10, TGF-B ve arginaz-I'in yani sira mannoz,
galaktoz ve c¢Opcl (scavenger) reseptorlerini ifade ederler. Bu makrofajlar

inflamasyonun sonlanmasi, dokunun yeniden vyapilandiriimasi, anjiyogenez ve
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immun dizenlenmede rol oynar. Ayrica, alerjik reaksiyonlarda ve parazitlerin yok
edilmesinde de etkindirler (82).

M1 ve M2 farkhlasmasi yardimci T hiicre (Th) 1/Th2 polarizasyonuna goére de
tanimlanabilir. Farkli makrofaj popilasyonlari CD4* T hiicre bagimh tip-1 ve tip-2
immiin inflamatuvar yanitlari kontrol eder ve destekler (83). M1 makrofajlar iL-12
ve iL-23 aracihgl ile sirasiyla Thl ve Th17 hiicrelerinin polarizasyonunu ve
aktivasyonunu uyaran antijen sunma kapasitesine sahip hicrelerdir (60). Thl
hiicreleri inflamatuvar mikrogevredeki iFN-y'nin  esas kaynagidir ve M1
polarizasyonunda rol oynar. Th2 hiicreleri tarafindan retilen iL-4 ve iL-13 M2
polarizasyonunda rol oynarken, M2 makrofajlarda Th2 yanitlarini desteklemektedir
(73) (Sekil 2.4). M2 makrofajlar tarafindan Uretilen iL-10 ve TGF-B Treg gelisimini
destekler (75).

Makrofajlar, timor mikrocevresi gibi kronik inflamasyon sonucu olusan
imminolojik mikrogevrenin en 6nemli bilesenlerindendir (73). Bazi durumlarda,
makrofajlar dahil, dogal immiin sistem hicreleri timor kitlesinin neredeyse
yarisini olusturabilir (79). Pre-klinik ve klinik ¢ahsmalarin ¢cogunda makrofajlarin
timor olusumu, gelisimi ve metastazi ile baglantili oldugu belirlenmistir.
Tumor mikrogevresinde vyiksek dizeyde bulunan tumor-iliskili makrofajlar
(tumor-associated macrophages, TAM) immin baskilama, lenfatik metastaz ve kotu
prognoz ile de iliskilidir (84). Timor mikrogevresindeki kimyasal etkilesimler
makrofajlarin fenotipini timoérin gelisimine katki saglayacak sekilde degistirir (79).
Timor mikrogevresine infiltre olan makrofajlar kanserin erken evrelerinde
anti-timor M1, timorin gelisimi ile beraber immin baskilayici ve regilatuvar M2
ozellikleri gosterirler (73). TAM’lar hem M1- hem de M2-benzeri fenotipte olabilirler
ancak fonksiyonel acidan M2 ozellikleri baskindir (85). Periferik kanda bulunan
monositler CCL2, CCL5, CCL7, CXCL8 ve CXCL12 gibi cesitli kemokinlerin etkisi altinda
kandan timor dokusuna goc¢ eder. Buradaki pro- ve anti-inlfamatuvar sitokinler,
hiicre-disi matriks molekdilleri, bliylime faktorleri ve hipoksi gibi ¢esitli uyaranlarin
etkisi altinda farklilasarak TAM’lari meydana getirirler (73, 86). TAM’lar iL-10, TGF-

gibi anti-inflamatuvar sitokinleri, PGE2 ve arginaz-l molekillerini yiksek diizeyde
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uretir, iL-12 ve MHC-II molekiillerini ise disik diizeyde ifade ederler. Béylece,
anti-timér T hiicre yanitlarini baskilarlar. TAM’lar tarafindan Uretilen iL-1B, TNF-a.
ve iL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinler ise tiimér hiicrelerinin sagkaliminda ve
inflamasyonun siddetlenmesinde rol oynar. VEGF, PDGF, bFGF, PGE2, IL-8 gibi
faktorler, cesitli MMP’ler (MMP-1, 2, 7, 9, 12 ve 14) ve elastaz gibi proteazlar
Ureterek timor mikrogevresinde immiin diizenleyici siireglerde, dokunun yeniden
modellenmesinde, anjiyogenezde ve invazyonda rol oynarlar. TAM’lar tarafindan
uretilen EGF, hepatosit biiyiime faktérii (hepatocyte growth factor, HGF) ve iL-6
timor hicrelerinin ¢cogalmasini destekler. CCL13, CCL18 ve CCL22 gibi kemokinler
Ureterek immin baskilayici 6zellige sahip diger hiicrelerin (6rnegin, Treg ve MDSC)
timor dokusunda migrasyonunu saglar. Boylece TAM’lar tlimo6r mikrogevresine
daha fazla I6kositin infiltre olmasina ve yara iyilesmesi-benzeri kronik inflamatuvar

surecin devamliligina katki saglar (43, 49, 73).
2.2.1. TAM'lar ve STAT3 Transkripsiyon Faktorii

Sinyal donustlricli ve transkripsiyon aktivatorleri (signal transducer and
activator of transcription, STAT) bir transkripsiyon faktori ailesi olup yedi liyeden
(STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb ve STAT6) olusur. Bu faktorler, hiicre
blylmesinin dizenlenmesi, sagkalimi ve farklilasmasinda rol oynar. STAT
transkripsiyon faktorleri sitoplazmik tirozin kinazlar olan Janus kinazlari (JAK1, JAK2,
JAK3 ve TYK2) tarafindan aktive edilir. Bu kinazlar uyarilmamis hiicrelerde inaktiftir.
Reseptor-ligand etkilesimi sonrasi JAK'lar sitoplazmada inaktif halde bulunan STAT
proteinlerini Src homoloji 2 (SH2) bélimindeki spesifik tirozin rezidilerinden
fosforilleyerek aktiflesmelerini saglar. Aktive olan STAT transkripsiyon faktorleri
homodimer veya heterodimer olusturarak nikleusa go¢ eder ve ilgili genlerin

transkripsiyonunu uyarir (87, 88) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. STAT ailesi lyeleri ve aktivasyonlari. (Coskun, 2013’ten (89) uyarlanmistir.)

Timorde yaygin olarak bulunan TAM ve MDSC'lerin immiin baskilayici 6zellik
kazanmasi STAT3 transkripsiyon faktorliiniin aktivasyonunu ile iliskilidir. STAT3
transkripsiyon faktoriniin aktivasyonu bu hiicrelere immin baskilayici 6zellik
kazandirir ve tamamen olgunlasmalarina engel olur (6, 10, 90). STAT3, basta iL-6
ailesi Uyeleri (iL-6, Onkostatin M, iL-11, Lésemi inhibitér faktorii, Kardiyotrofin-1,
Siliyer norotrofik faktér) olmak lzere kanser hiicreleri ve mikrogevrede bulunan
immun hcreler tarafindan uretilen cgesitli faktorler araciligi ile aktive olur. STAT3
aktivasyonu; iL-6, iL-1B, makrofaj-koloni uyarici faktér (macrophage-colony
stimulating factor, M-CSF), PGE2 ve siklooksijenaz-2 (COX2) ifadesini saglayarak
timor gelisimini destekleyen mikrocevrenin olusumunda rol oynar (7). Bcl-xL,
c-myc, siklin D veya survivin araciligl ile sagkalimi ve hicre proliferasyonunu

destekler (6, 91). VEGF, bFGF, HGF ve matriks metalloproteazlarin (6zellikle MMP-2
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ve MMP-9) iiretimi ile anjiyogenez ve invazyona aracilik eder. iL-6, IL-10 ve TGF-B
tretimini uyararak ve iFN-y, iL-12, MHC-II, CD80 ve CD86 ifadesini dnleyerek timér-
iliskili makrofajlarin tam olgunluga ulagmasini engeller ve immuin baskilayici karakter

kazanmasini saglar (90) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. STAT3 aktivasyonu ve kanser gelisimi Gzerine etkileri. (Yu, 2007’den (90)
uyarlanmistir.)

STAT3 transkripsiyon faktorinin inflamatuvar mikrogevre olusumu, hicre
¢cogalmasi, sagkalim, anjiyogenez, invazyon ve miyeloid hiicre karakteri Uzerine
etkileri kanser tedavisinde bu proteini hedefleyen stratejilerin gelistirilmesine yol
acmistir. STAT3 inhibisyonu icin dogrudan ve dolayli olmak uzere iki yol
belirlenmistir. STAT3’lin dogrudan inhibisyonu; dimerizasyonun engellenmesi,
STAT3 mRNA’sinin secici inhibisyonu, STAT3-DNA etkilesiminin ve transkripsiyonun
engellenmesi ile meydana gelir. STAT3’Uin dolayli inhibisyonu ise; sitokin ve biyliime
faktorlerinin iliskili reseptorlerine baglanmasinin engellenmesi, JAK tirozin kinaz
fosforilasyonunun engellenmesi, STAT3’l negatif olarak dizenleyen proteinlerin

aktivasyonu, STAT3’(n nikleositoplazmik gecisinin engellenmesi ve protein tirozin
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kinazlarin inhibisyonu ile meydana gelir (92, 93). STAT3 inhibisyonu igin yapilan
pre-klinik calismalarda bu transkripsiyon faktoriiniin genetik olarak susturulmasinin
anti-timor yanitlarin  olusumunu destekleyerek timor gelisimini engelledigi
belirlenmistir. Gegici olarak inhibe edilen STAT3’Un timor gelisimini destekleyen
inflamasyonu anti-timoér immiunite yonlne cevirdigi gosterilmistir (7). STAT3
Uzerinde etkili kiiclik molekdllerin (STA-21, Stattic, S31-201) dimerizasyonu ve DNA
baglanmasini inhibe ettigi belirlenmis. Boylece timor hiicre gogalmasini engelledigi
ve apoptozu uyardigl gosterilmistir (7, 93). STAT3’U dogrudan inhibe eden FDA
onayli bir ajan bulunmamaktadir (94). Ancak bu transkripsiyon faktori icin solid ve
hematopoetik kanser tirlerinde faz-I/ll  ¢alismalari devam etmektedir
(NCT03195699, NCT01066663, NCT02499328). STAT3'Uin dolayli inhbisyonunda ise
FDA onayli JAK inhibitorleri (Tofacitinib, Ruxolitinib) umut vaat etmektedir (95). FDA
onayli diger tirozin kinaz inhibitorleri de (Sorafenib, Sunitinib) STAT3’li dolayl olarak
inhibe eder. Boylece hiicre doénglisiiniin durmasina ve apoptoza yol acarlar. Bu
ajanlar ayni zamanda timor-iliskili immuan hicrelerde STAT3 aktivitesini
engelleyerek timoérdeki immiinolojik mikrogevreyi kanser tedavisine elverisli hale

getirebilirler. Bu sekilde STAT3 aracili kanser tedavilerinde rol oynarlar (7).

2.2.2. TAM'lar ve NF-kB Transkripsiyon Faktorii

TAM'’larda timor gelisimi ve blylmesini destekleyen faktoérlerin Gretimine
STAT3 ve NF-xB transkripsiyon faktorlerinin sinerjik etkisi de katki saglamaktadir
(7, 10). NF-xB inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu, olgunlasmasi ve etkin fonksiyon
kazanmasi, hiicre biylmesi ve sagkalimi, anjiyogenez, adezyon, invazyon ve
metastaz gibi bircok hiicresel yanitta dizenleyici olarak rol oynayan bir
transkripsiyon faktortudir. NF-kB transkripsiyon faktori ailesi p50 (NF-kB1), p52
(NF-xB2), RelA, RelB ve c-Rel olmak (izere bes proteinden olusur. Klasik NF-xB
yolaginda, sitokin reseptorleri, patojen-iliskili molekiiler yapilari taniyan reseptérler
ve diger antijen reseptorlerinden gelen uyarilara yanit olarak xB inhibitor
kinaz (IKK) kompleksi (IKKoa-IKKB-IKKy) wuyarihr. Bu kompleks, sitoplazmada

p50/RelA, p50/c-Rel heterodimerlerinin ve p50/p50 homodimerinin aktivasyonunu
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engelleyen xB inhibitor (IxB) proteinin fosforilleyerek proteozomal degredasyonunu
tetikler. BOylece serbest kalan p50/RelA, p50/c-Rel ve p50/p50 niikleusa gog eder ve
hedef genlerin transkripsiyonunu saglamak Uzere 06zglin DNA bdlgesine
(kB enhancer) baglanir. Klasik olmayan yolak ise, TNF reseptor (TNFR) ailesini
uyaran LTBR, BAFFR, CD40 ve RANK molekdlleri araciligi ile aktiflesir. Bu aktivasyon
sonucu IKKa, p52/RelB heterodimerinin aktivasyonunu engelleyen p100 proteinini
fosforilleyerek proteozomal degredasyonunu tetikler. Bu sekilde serberst kalan
p52/RelB heterodimeri nikleusa go¢ eder ve hedef genlerin transkripsiyonunu
gerceklestirir. Klasik yolak immiin yanitlarin tim asamalarinda rol oynarken, klasik
olmayan yolak 6zglin immin fonksiyonlarin dizenlenmesinde klasik yolagi
destekleme gorevi gormektedir (96, 97).

TAM’larda NF-kB’nin timorl destekleyici etkisi p50 ve IKKB bilesenleri
aracihg ile meydana gelir. Bu bilesenlerin aktivitesi sonucu TAM’lar M2 benzeri
fenotip kazanirlar. Boylece TAM’larda timor gelisimini destekleyen inflamatuvar
yolaklarin sirekliligi saglanir (73, 79). Timor hicrelerinin sagkaliminda rol oynayan
ve inflamatuvar mikrogevrenin olusumuna katki saglayan sitokinler olan
iL-1B, TNF-o. ve iL-6'nin Uretimini saglayan ana mekanizma NF-xB {zerinden
gerceklesmektedir (79). NF-kB aktivasyonu VEGF, MMP-9 ve COX2 gibi anjiyojenik
faktorlerin Uretimine de neden olur (98). Ek olarak, hipoksik ortam ve ylksek
mobilite grup 1 proteini (High mobility group box 1 protein, HMGB1), isi-sok
proteinleri (heat-shock protein, HSP) gibi tehlike sinyali ile iliskili molekiler yapilar
da (danger-associated molecular pattern, DAMP) TAM’larda NF-xB aktivasyonu ile
immin baskilayici ve tiimori destekleyici 6zellige yol agar (99).

NF-kB transkripsiyon faktoriinin en &nemli aktivatorleri Toll-benzeri
reseptorlerdir (Toll-like receptor, TLR). TLR'ler bir transmembran reseptor ailesidir.
Normalde mikroorganizmalardaki patojen-iliskili molekiiler vyapilar aracilig
ile patojenleri taniylp immiin sistemin aktivasyonunu uyarirlar. Bu sekilde
makrofajlar ve dendritik hicrelerin aktivasyonunu ve olgunlasmasini saglarlar (100).
Memelilerde, TLR ailesinin 13 {yesi bulunmaktadir. Bunlardan TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5, TLR6, TLR10, TLR11 ve TLR12 hiicre ylizeyinde bulunur. TLR3, TLR7, TLR8, TLR9
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ve TLR13 hiicre icinde endozomal membranlarda yer alir. Patojen-iliskili molekdler
yapilar olan bakteriyel lipopeptitler, TLR1, TLR2 ve TLR6 tarafindan; bakteriyel
peptidoglikanlar, TLR2 tarafindan; LPS, TLR4 tarafindan; bakteriyel flagellinler, TLR5
ve TLR11 tarafindan; profilin, TLR11 ve TLR12 tarafindan ve lropatojenik bakteriler
(E.coli), TLR11 tarafindan taninir (100, 101). TLR10’un bilinen bir ligandi yoktur
(102). Hicre iginde yer alan TLR’ler nikleik asitlerini tanirlar. Cift zincirli RNA, TLR3
tarafindan; tek zincirli RNA, TLR7 ve TLR8 tarafindan; CpG DNA, TLR9 tarafindan;
ribozomal RNA ise TLR13 tarafindan taninir (100, 103, 104). TLR11, TLR12 ve TLR13
farede ifade edilirken insanda bu reseptorlerin ifade edilmezler dolayisiyla
fonksiyonel degildirler (105, 106). Ligand ile etkilesen TLR’ler aktive olur. TLR'ler
sinyallerini Toll/IL1R reseptor (TIR) bolgesi iceren miyeloid farklilasma primer yanit
proteini 88 (myeloid differentiation primary response protein 88, MyD88) ve
TIR bolgesi-iceren adaptor-indikleyici interferon-B (TIR domain-containing
adapter-inducing interferon-f, TRIF) molekilleri araciligi ile ileterek NF-xB,
interferon diizenleyici faktor (interferon regulatory factor, IRF) ve aktivator protein
(AP)-1 transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu uyarir. TLR4 her iki molekili de
uyarabilme kapasitesine sahip tek TLR ailesi Uyesidir. NF-xB, IRF ve AP-1
transkripsiyon faktorleri iL-1B, TNF-o. ve iL-6 pro-inflamatuvar sitokinlerini; CCL2,
CXCLS gibi kemokinleri; CD80 ve CD86 gibi kostimiilatér molekiillerin ve iFN-o, iIFN-B
gibi tip-l interferonlarin ifadesini tetikleyerek akut inflamasyonu, anti-viral

reaksiyonlari ve edinsel immunitenin uyarilmasini saglar (100) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. insanda fonksiyonel olarak bulunan toll-benzeri reseptérlerin hiicredeki
lokalizasyonlari, ligandlari ve aktivasyon sekilleri. (Hedayat, 2011’den
(107) uyarlanmistir.)

TLR sinyalleri gesitli alternatif mekanizmalar araciligi ile kronik inflamasyona
da katki saglamaktadir. Tumor mikrogevresinde bulunan TLR4 ligandlari (hiicre-disi
matriks proteinleri ve HMGB1) timor gelisimini destekleyen pro-inflamatuvar
yolaklarin aktivasyonuna yol acar (79). Timor mikrogevresindeki TAM'lar yiksek
diizeyde TLR4 tasir (98). TLR4, miyeloid farkhlasma faktéri (MD)-2 ve CD14
proteinleri ile kompleks olusturarak fonksiyonel hale gelir (108). Boylece, TAM'lar
NF-kB transkripsiyon faktori araciligi ile pro-inflamatuvar sitokinlerin Gretilmesini
saglayarak kronik inflamasyonun siddetlenmesine neden olur. Bu da timor
gelisimini destekler. Ek olarak, TLR4 sinyali makrofaj dnciillerinin dolasimdan tiimor
mikrogevresine goclini de saglar (98). Timordeki miyeloid kdkenli diger bir
baskilayici hiicre grubu olan MDSC’lerde TLR4 aktivasyonu sonucu Uretilen iL-1P
timor mikrogevresindeki inflamasyona katki saglar (109). MDSC'lerin baskilayici

aktivitesinde TGF-B, iL-13 ve iL-4’Gn yani sira TLR4 agonistleri de rol oynar. Bu
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agonistler timorde MDSC birikimine yol agar ve bu sekilde T hicre yanitlarinin
baskilanmasina neden olabilirler (98, 110). MDSC’lerde TLR4/CD14 aktivasyonu
IL-10 Gretiminde artisa IL-12 iiretiminde ise azalmaya yol acarak anti-timér immiin

yanitlarin etkisini zayiflatir (98).
2.2.3. TAMlar ve iL-1P

Kronik inflamasyonun tetiklenmesinde ve sirdirilmesinde 6nemli gorevi
olan pro-inflamatuvar sitokinler esas olarak tlimor mikrocevresindeki TAM’lar
tarafindan uretilmektedir. iL-1pB inflamatuvar kaskadin tepesinde bulunan prototipik
bir sitokindir. Akut inflamasyonda mikrobiyal ajanlarin taninmasini saglayan, lenfoid
hiicre fonksiyonlarinin aktivasyonu ve diizenlenmesinde rol oynayan gesitli sinyal
yolaklarinin kavsak noktasinda bulunur. Ancak, kanser ile iligkili inflamasyonda bu
sitokin tlimore infiltre olan miyeloid hicrelerin birikimi, anjiyogenez, anti-timor
immdn yanitlarin baskilanmasi gibi timor mikrogevresinin farkli bilesenlerini
modile eder ve timor gelisimini destekler (111).

IL-1B tretimi inflamazom kompleksinin aktivasyonu sonucu meydana gelir
(112). inflamazom, NOD-benzeri reseptdr protein (NOD-like receptor protein, NLRP),
kaspaz aktivasyon ve toplanma bolgesi (caspase activation and recruitment domain,
CARD) iceren apoptoz ile iliskili nokta benzeri protein (apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD, ASC) ve kaspaz-1’den meydana gelir (113).
Olgun ve biyoaktif IL-1f Gretimi icin iki sinyal gereklidir. ilk sinyal, pro-iL-1PB
Uretimini uyarmak igin TLR ligandlari (LPS, bakteriyel lipopeptitler, peptidoglikanlar)
ve sitokinlerden (TNF-a, iL-1B) saglanirken; ikinci sinyal olarak patojen-iliskili
molekiler yapilar (patogen-associated molecular pattern, PAMP) (viral-RNA) ve
DAMP’lar (ROS, oksidize DNA, ATP) kaspaz-1 bagimh olarak pro-iL-1B’y1 olgun
iL-1B’ya dénistiriir (Sekil 2.8). Bu uyarimlar sonucunda NLRP proteinleri, ASC ve
kaspaz-1 ile etkilesime girer ve oligomerize olarak multimolekiler sinyal kompleksi
olusturur. Pro-kaspaz-1, ASC ve NLRP ile etkilesim sonucu kaspaz-1'e donlsir ve

iL-1B’nin posttranslasyonel modifikasyonunu saglar (112).
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Sekil 2.8. inflamazom aktivasyonu ve IL-1B ({retimi. (Liu, 2017’den (96)
uyarlanmistir.)

Timor mikrogevresindeki IL-1B’nin baglica kaynagi TAM'lardir. Bu sitokin
timor gelisiminde 6nemli rol oynayan NF-kB, MAPK ve PI3K sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna neden olur (114, 115). inflamazom aktivasyonunun TAM ve MDSC
gibi baskilayici ozellikteki miyeloid hicrelerin timor mikrogevresine daha fazla
infiltre olmasini sagladigi belirtilmistir. Bu miyeloid hiicrelerdeki inflamazom
aktivasyonu ve IL-1B, endotelyal hiicrelerde adezyon molekiillerinin retilmesini
(VCAM-1) destekleyerek tiimor hicreleri ile etkilesiminde rol oynar ve VEGF
Uretimini uyararak anjiyogenezin devamliligini saglar. Ek olarak, iL-1p karsinogenezi
destekleyecek sekilde aktivite gosterebilen Th17 lenfositlerin polarizasyonuna katki
da saglayabilir. Timér dokusundaki iL-1B artisinin kétii prognozla iliskili oldugu
belirlenmistir (111, 112). Meme kanserinde inflamazom aktivasyonu ve iL-1P
Uretimindeki artisin immiin baskilama, timor gelisimi ve metastazda énemli roller
oynayabilecegine dair bulgular mevcuttur. Bu fonksiyonlarin inflamazom
aktivasyonu ile immin baskilayici hiicrelerin (TAM, MDSC) tiimore goc¢l sonucu

ortaya ciktig gosterilmistir. Bu hiicrelerin primer ve metastatik timoér bolgesine
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goéciinde, iL-1 reseptdri (iL-1R) ile aktive olan NF-kB ve MAPK yolaklari aracihgi ile
uretilen kemokinlerin (CCL2, CCL5 ve CXCL12) rolii olabilecegi belirtilmistir (116).

2.2.4. Hiicre-disi Matriksin Makrofaj Farklilasmasina Etkisi

Makrofajlar bulunduklari mikrogevreye goére fenotipik ve fonksiyonel
farklilklar gosteren yiksek plastisiteye sahip hicrelerdir. Maruz kaldiklari araci
molekdillerin yani sira, hiicre-disi matriks bilesenleri ile etkilesimler de makrofajlarin
farkhilagsmasini etkiler (72, 117). Hiicre-disi matriks dinamik bir yapilanma gosterir ve
hicrelere sadece fiziksel destek saglamakla kalmaz ayni zamanda doku gelisimini,
homeostazi ve temel hicre fonksiyonlari igin gerekli sinyalleri saglar (118).
Hicre-disi matriksin baslica bilesenleri kollajen, fibronektin ve laminindir (119).
Monositlerin kan dolasimindan dokuya go¢ etmesi sirasinda temasa gectigi
hlcre-disi matrikse adezyonu makrofajlara donisim siirecini uyarir. (5, 120).
Makrofajlarin ylizeyinde bulunan adezyon molekilleri (integrinler) hiicre-disi
matriks proteinleri ile etkilesime geger. Bu sekilde yeni aktivasyon sinyalleri alan
makrofajlar elastaz ve MMP gibi proteazlari, siiperoksit anyonlarini, PGE2 ve NF-kB
gibi molekilleri ve IL-1B, TNF-a. ve GM-CSF gibi sitokinleri iretme kapasitelerini
glclendirir. Monosit ve makrofajlar hiicre-digi matriks ile etkilesim sonrasi MCP-1,
MIP-10, iL-8 ve RANTES gibi kemokinler sentezleyerek bu bélgeye daha fazla immiin
hiicrenin migrasyonunu uyarmaktadir (121).

Monosit-makrofaj farkhlasmasi fibronektin konsantrasyonunun fazla oldugu
dokularda kolaylasir (122, 123). Kandan dokuya go¢ eden monositlerin fibronektin
(FN) ile yaptig1 etkilesimler monosit-makrofaj farklilasmasinda rol oynayan PU.1
transkripsiyon faktorinin aktivasyonunu saglar. PU.1 transkripsiyon faktori
makrofaj faklilasmasi icin gerekli olan makrofaj koloni uyarici faktér (macrophage
colony-stimulating factor, M-CSF) reseptoriiniin ifadesini saglar. Bu trankripsiyon
faktori ayni zamanda monosit/makrofaj farklilasma ve olgunlasma belirteci olarak
rol oynayan CD11b, CD18, CD14 ve Fc reseptorlerinin artisina neden olur. FN ile
etkilesen o581 ve a4B1 integrinler monositlerde sirekli olarak bulunur. Diger FN

reseptorleri olan avp3 ve 047 integrinlerin varligi ise monositlerin aktivasyonu ile
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artar. inflamasyon integrinlerin fibronektine olan yiiksek afinitesini de giiclendirir.
Bu etkilesim makrofajlarda inflamatuvar molekillerin sentezini destekler. FN ile
etkilesen makrofajlarda pro-inflamatuvar sitokinlerin (iL-18, TNF-a)) salimi NF-xB
transkripsiyon faktorinln aktivasyonu ile izlenir (121). FN ayrica, miyeloid
hicrelerin  migrasyon ve fagositik kapasitesini artinr (124, 125). Timor
mikrogevresinde bulunan miyeloid hicreler timor hiicrelerinden salgilanan
faktorler ve fibronektin gibi hiicre-digi matriks bilesenleri ile yaptigi etkilesimler
sonucunda timor gelisimini destekleyen MDSC ve TAM gibi hiicrelere polarize
olabilir. Bu sekilde timor gelisimini ve ilerleyisini destekleyen ve anti-timor yanitlar

baskilayan fonksiyonlari daha etkin sekilde gerceklestirebilirler (126).
2.3. Fibronektinin Yapisi

Plazma ve hiicre-disi matriksin dnemli bilesenlerinden olan FN glikoprotein
yapisindadir. Sadece omurgali canhlarda bulunan FN hticre-disi matriks olusumu,
hiicre adezyonu, hiicre gelisimi, farklilasma, migrasyon, kan koaglilasyonu, yara
iyilesmesi ve doku tamirinde rol oynar (118, 127, 128). Fibronektin iki sekilde
bulunur. Plazma FN (pFN) dolasimda bulunur, hepatositler tarafindan Uretilir ve
kana salgilanir. Hiicresel FN (cellular FN, cFN) basta fibroblastlar olmak Uzere
stromal hiicrelerden, epitelyal ve endotelyal hiicrelerden lokal olarak Uretilir
(129, 130).

FN dimer halinde ve kompakt formda sentezlenir. Bu kompakt formun
olusmasinda dimerleri meydana getiren C-terminal bdlgesindeki kovalent bagli
disulfit baglari ve molekdl ici iyonik etkilesimler rol oynar. Bu etkilesimler FN’nin
spontan olarak fibril olusturmasini engeller. FN’nin fonksiyon gdstermesi igin
kompakt yapidan fibriller matrikse doénlismesi gerekmektedir. Bu nedenle FN
fibrillerinin olusumu icin FN’nin hiicreler ile dogrudan etkilesimi gereklidir (127).
FN’nin primer reseptorleri integrinlerdir. integrinler hiicre yiizeyinde bulunan
heterodimerik transmembran reseptorleridir. Alfa (o) ve beta () alt-Unitelerinden
olusur ve hicre iskeleti ile hlicre-disi matriks arasinda baglanti kurar. Adezyonla

iliskili sinyal yolaklarini diizenler (118). FN ile etkilesen 13 integrin heterodimeri
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(a5B1, a4B1 adB7, avPBl, avp3, avp5, avp6, a3pBl, a8f1l, a9B1, allf3, aMP2 ve
aXpB2) olmasina ragmen bunlardan sadece 4 tanesi (o581, aVB3, a4B1 ve allB3)
fibril olusumunu baslatabilmektedir (100, 127, 131) (Sekil 2.9). Ancak,
FN fibrilogenezinden sorumlu primer reseptor o5B1'dir. «o5B1, FN’deki
arginin-glisin-aspartik asit (RGD) dizisine baglanarak fibrologenezi baslatir. Diger
integrinler sadece uygun uyarimlar sonucu FN fibrilleri olusturabilirler (132). a581
integrinlerin yogun oldugu fokal adezyon bdlgelerinde hiicre ylizeyine sabitlenmis
FN’nin lokal konsantrasyonu artirilir. FN’e bagli a5B1 integrinlerin sitoplazmik kismi
fokal adezyon kinazlarin (FAK) uyarilmasini saglar. Boylece hiicre iskeletindeki aktin
ve miyozinler ile etkilesime gecer (132). Bu etkilesim sonucu olusan mekanik
kuvvetler FN’e bagli a5B1 integrinlerin fokal adezyon bdlgelerinden ayrilmasini
saglar. a5B1’in bu hareketi sonucu FN dimerleri konformasyonel degisime ugrar ve
kompakt yapilar kaybolur. Boylece FN’deki kriptik bolgeler ortaya ¢ikar. Kriptik
bolgeleri aciga ¢cikan FN’ler, N-terminal bolgeleri araciligiyla birbirleri ile etkilesime
gecer. Bu sekilde kisa FN fibrilleri olusur. Bu kisa FN fibrillerinin uzamasi sonucu

hicreler tarafindan Gretilen FN matriks yapisi ortaya c¢ikar (133-135).
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Sekil 2.9. Hicresel fibronektin protein yapisinin, etkilesim ve integrin baglanma
bolgelerinin sematik olarak gosterimi (Julier, 2015’den (8) uyarlanmistir.)

Fibronektin insan genomunda 90 kbp Uzerinde olan 47 ekzondan olusan tek
bir genin (FN1) transkripsiyonundan meydana gelir. Fonksiyonel FN molekili
220-250 kDa agirliga sahip benzer yapidaki iki alt-Giniteden olusur. Her bir alt-linite

homolog tekrarli bolgelere sahip tip-l, tip-ll ve tip-lll olmak Uzere U¢ fakl tip
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modilden meydana gelir (118). N-terminal bélgesindeki tip-I moduliinde bulunan
“tip-l 1-5” bolumleri diger FN molekdlleri i¢in baglanma bdlgesi icerir ve
fibrilogenezde onemlidir (Sekil 2.9). a5B1 igin primer baglanma bdlgesi olan RGD
dizisi FN molekilinin tip-lll modilinde bulunan “tip-lll 10” bolimiinde yer alir.
“Tip-ll 9” bolimi ise sinerji dizisi (PHSRN) icermektedir. Bu bdlge RGD dizisinin
a5B1 heterodimerine yiiksek afinite ile baglanmasi igin gereklidir (136).
Fibronektinin primer gen transkripti farkli FN alt-Unitelerini kodlayan
mRNA’lar olustumak igin alternatif kirpilma (alternative splicing) mekanizmasini
kullanir. Bu mekanizma tip-lll bélimleri arasinda Gg¢ farkh bélgenin olusumunu
saglar. Bunlar “tip-lll 7” ve “tip-lll 8” bolimleri arasindaki ek bolim B (extra
domain B, EDB), “tip-Ill 11” ve “tip-1ll 12” bélimleri arasindaki ek bélim A (EDA) ve
“tip-1ll 14” ile “tip-1ll 15” boélumleri arasindaki degisken bdlge (variable region, V)
veya tip-lll baglanma dizisidir (type-/ll connecting sequence, 11ICS) (132) (Sekil 2.9).
EDA ve EDB boélimlerinin her biri tek bir ekzon tarafindan kodlanir. IlICS bélgesi
insanda 5 farkli FN mRNA kirpilma mekanizmasi ile meydana gelmektedir Alternatif
kirpilma sonucu olusan FN mRNA transkript varyantlarindan (TV) 10 tanesi EDB veya
EDA bolimlerinden birini (EDB: TV9, NM_001306130.1; TV12, NM_001365517.1;
TV14, NM_001365519.1; TV16, NM_001365521.1; TV17, NM_001365522.1, EDA:
TV3, NM_002026.3; TV4, NM_212478.2; TV13, NM_001365518.1; TV15,
NM_001365520.1; TV19, NM_001365524.1) 5 tanesi hem EDB hem EDA bolimiini
(TV1, NM_212482.2; TV8, NM_001306129.1; TV X4, XM_024452769.1; TV X6,
XM_005246402.1; TV X16, XM _017003692.1) 4 tanesi sadece IlICS bolimlerini (TV5,
NM_212476.2; TV10, NM_001306131.1; TV1ii, NM_001306132.1; TV1S,
NM_001365523.1) igerirken 1 tanesi de alternatif kirpilma mekanizmasi ile olusan
hicbir bolumiu (TV6, NM_212474.2) icermemektedir (PubMed/Gene/FN1 Homo
sapiens (human)). Bu sekilde, 20 monomerik FN izoformunun ifade edilmesi
saglanarak birbirinden farkl cok sayida FN dimeri olusturulmaktadir (118, 131).
Alternatif kirpilma mekanizmalari ile olusan bolgeler FN’nin kriptik bolgelerinde yer
alir. FN’nin fibrilogenezini saglayan mekanik kuvvetler ve proteoliz sonucu bu

bolgeler yapisal olarak modifikasyona ugrar ve ortaya cikarak hiicrelerin FN’e
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baglanma kapasitelerini ve afinitelerini artirir. Boylece FN fonksiyonlarinin
cesitliliginde artis meydana gelir (118, 137, 138). EDA boéliimiinde bulunan EDGIHEL
amino asit dizisi a4p1 ve a9B1 integrinler tarafindan taninir. I1ICS bélimiinde LDV
ve REDV dizileri bulunur ve a4f1 ve a4P7 integrin heterodimerleri tarafindan
taninir. EDB bolimine dogrudan baglanan bir hicre reseptorli ise heniz
tanimlanmamustir (131, 139, 140).

FN-EDA hiicre adezyonu, vyara iyilesmesi, matriks olusumu, protein
sekresyonu, sitokin bagimli MMP (retimi, hicre farklilasmasi, doku hasari,
inflamasyon, hicre dénglisti ve mitotik sinyal iletimi gibi bircok fonksiyona sahiptir
(118). EDA bolimine baglanan diger bir reseptor de TLR4'tlr (Sekil 2.9). EDA ile
etkilesim sonucu aktive olan TLR4, NF-kB’nin nikleer translokasyonunu tetikleyerek
inflamasyona katki saglar (8, 9). EDA ve EDB bdlumlerini iceren FN doku ve
damarlarin yeniden modellenmesi sirasinda yiksek dizeyde dretilir (118).
Posttranslasyonel modifikasyonlar ile olusan bolimleri tasiyan FN izoformlar
embriyonik gelisim sirasinda artis gosterirken, dogum sonrasinda ve yaslanmayla
giderek azalir. Yaralanmalarda, patolojik durumlarda ve doku tamirinde bu
boliimleri iceren FN dizeylerinde artis goriliir (118, 132).

Plazma FN (pFN) yapisinda EDA ve EDB béltimleri bulunmaz. Bu durum, EDA
ve EDB iceren FN izoformlarinin polimerizasyonu ve fibrilogenezi daha fazla
destekledigini gostermektedir (141). pFN dimerik ve kompakt halde bulunur.
Kandaki pFN konsantrasyonu vyaklasik 300-400 pg/mL’dir. pFN hasarli damar
yapilarinin tamirinde trombosit ve fibrin ile beraber pihtilasma sirasinda homeostaz
olusumunda gorev alir. FN diizeyi yliksek olan pihti, yara kapanma siireci boyunca
hicre gocini desteklemek icin gecici bir matriks olusturur (118).

FN molekill integrinler ve diger FN molekilleri igin baglanma bdlgeleri
yaninda, diger hicre-disi matriks bilesenleri (kollajen, fibrin ve heparin) ve bliiyime
faktorleri icin de coklu baglanma bolgeleri icerir (Sekil 2.9). Bu sayede, hiicre-disi
matriksin genislemesine ve organize olmasina dogrudan katki saglayabilir (127). FN
molekiilinde bulunan heparin-baglama bolimua VEGF, EGF, FGF, PDGF ve TGF-3 gibi

bliiyime faktorlerinin ayni mikrocevrede hiicreler ile etkilesimini saglar. (142, 143).
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Bu bilyime faktorlerinin reseptorleri ve integrinlerin birlikte etkilesimi hiicre-digi

matriksin yeniden modellenmesini de diizenler (127).
2.4. Hiicre-disi Matriks ve Kanser Gelisimi

Hiicre-disi matriksin neoplastik gelisim sirasinda yapisi ve organizasyonu
bozulur ve kanser hicrelerinin transformasyonunu, gelisimini ve metastazini
destekler. Kanserlesme sirasinda hiicre-disi matriks proteinleri asiri dizeyde
Uretilebilir. Anjiyogenez ve inflamasyonu kolaylastirir ve timorid destekleyen
mikrogevrenin olusumuna katki saglar (144). Hicre-disi matriks proteinlerindeki
artis bu matriks yapisinin daha da yogun hale gelmesini saglayarak hiicrelerin
sagkalimi ve cogalmasini destekler. integrinlerin aktivitesinde ve PI3K, ERK
sinyal vyolaklarinin islevinde artisa yol agarak onkojenik transformasyonu
ilerletir (145-147). Hicre-disi matriksi diizenleyen enzimler de kanserde artis
gosterebilir. Bazal membranin yikilmasina yol agarak epitelyal-mezenkimal gegisi
(epithelial-mesenchymal transition, EMT) tetiklerler ve kanser hicrelerinin
invazyonuna katki saglarlar (144). Tumor mikrogevresinde hicre-disi matriks
bilesenlerinin liretiimesi hem stromal hiicreler hem de kanser hiicreleri tarafindan
gerceklestirilebilir (148).

Saghikh meme dokusunda, hiicre-disi matriks timorlesmeyi engelleyen bir
fonksiyon gosterirken; tlimoérde, anormal yapida bulunur ve tliimor gelisimini
destekler. Meme dokusundaki miyoepitelyal hiicreler memedeki hicre-disi
maktriksin organizasyonundan sorumludur. Miyoepitelyal hiicrelerden kdken alan
kanser hiicrelerinin Urettigi proteinler hiicre-disi matriksin bilesimini degistirerek
hastaligin ilerlemesine katki saglayabilir. Bu degisimler duktal karsinoma in situ
(ductal carcinoma in situ, DCIS) asamasindan itibaren gériilmektedir. Ornegin,
meme timorlu stromasinda kollajen-I miktarindaki artis hiicre-disi matriks ile
hiicrelerin etkilesimlerini artirir ve normal hiicre yapisi bozularak hiicre ¢cogalmasi
meydana gelir (141). Lamininler de meme kanseri hicrelerinin sagkalimina ve

agresif yapi kazanmasina katki saglar (119).
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2.4.1. Fibronektinin Kanser Gelisimindeki Rolii

Kanser gelisimi sirasinda artan FN, timor blylUmesini, timoér hicrelerinin
goclinl ve invazyonunu artirabilir. Ek olarak, kanser tedavisine verilen yanitlarin
etkisini sinirlayici rol oynayabilir (128) (Sekil 2.10). Kanser hastalarinin doku ve
serumunda artan FN’nin ozellikle timor gelisiminin bircok asamasina katkida
bulunmasi bu glikoproteine olan ilgiyi artirmistir (128, 149, 150). Timor hicreleri
Uzerinde bulunan a5B1 integrinin FN ile etkilesimi adezyon, ¢ogalma ve invazyon
kapasitesini artirir. integrin avp3 ile etkilesim de invazyona katki saglamaktadir
(128). Bir EMT belirteci olarak kabul edilen FN, avB3 integrini ile birlikte Slug
transkripsiyon faktortnin ifadesini artirir (151). FN, Src kinazlar ve ERK/MAPK
yolaklari araciligi ile kanser hiicrelerinde mortilite artisina neden olur (148). Primer
timorden salgilanan sitokinler sekonder organlarda FN Uretimini uyarabilir ve
bdylece pre-metastatik nis olusumunu ve metastazi destekler (119) (Sekil 2.10).

Meme kanserinde, (6zellikle (Gg¢li negatif ve HER2+ timorlerde), total
hiucresel FN, FN-EDA izoformu ve a5B1 integrin duzeylerinin artig gosterebildigi ve
invazyonu destekleyebilecegi belirtilmistir (152, 153). Meme kanseri hiicrelerine
etki eden FN’nin, FAK ve PYK2 yolaklari araciligi ile STAT3 transkripsiyon faktorini
uyararak meme kanseri hiicrelerine invazif ve metastatik 6zellikler kazandirabilecegi
gosterilmistir (154). Duktal karsinoma in situ asamasindan invazif kanser
histopatolojisine gecis slrecinde FN ve izoformlarinin (EDA ve EDB) dizeyinin
artmasi ve bunlarin diger hiicre-disi matriks bilesenleri (kollajen, tenasin C) ile
yaptigl etkilesimler de timor hicrelerinin sagkalimina ve kanserin ilerlemesine yol
acabilir (141). Hicresel FN ayrica, PI3K yolagi araciligi ile apoptoza direncte de rol
oynar; a5B1 araciligi ile bu yolagi veya PI3K/Akt sinyal bilesenleri tizerinden p21 ve
p53 tiimor-baskilayici proteinleri baskilar ve siklin D1’in aktivasyonunu saglar (155).
FN-a5B1 integrin etkilesimi sonucu uyarilan c-Met/FAK/Src ve TGF-/SMAD3
yolaklari da timor hiicrelerinin adezyonu, cogalmasi ve invazyonuna yol acabilir
(Sekil 2.10). FN, integrinler disinda, sindekanlara da baglanarak timor hiicrelerinin

hiicre-disi matriks ile etkilesimini ve gelisimini diizenler (128).
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Sekil 2.10. Hiicresel fibronektinin saglikh hiicre ve tiimor hiicresi Gzerindeki etkileri.
(Wang ve Hierscher, 2017’den (128) uyarlanmistir)

Timor dokusunda bulunan termolizin, trombin, plazmin, MMP ve elastaz
gibi enzimler FN’i substrat olarak kullanir (41, 156-158). Bu enzimler, cesitli
fonksiyonlara sahip FN pargalarinin olusumuna ve kriptik bélgelerin agiga ¢cikmasina
neden olur. Hiicre-disi matrikste bulunan blylme faktoérleri ve sitokinlerin serbest
kalmasina yol acarak biyolojik yanitlarin ve fonksiyonlarin degisimine neden olabilir
(119). Farkl buytkliklere sahip FN parcalari makrofajlarda iL-1, TNF-a, iL-8, TGF-B
ve iL-10 Gretimin artirabilir (159-161).

MMP ailesinin bircok Uyesi olmasina ragmen meme kanserinde MMP-2,
MMP-3, MMP-9 ve MMP-14 yiiksek diizeyde bulunur. Bu enzimler, kotli prognoz ile
iliskilendirilmistir. Ozellikle bazal membranin yikilmasi ve metastaz asamalarinda
MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi gorilmektedir (119, 126). MMP-14 membran-bagimli
proteazdir. Kanser hiicreleri ve immiin hiicreler tzerinde bulunur. Hiicre gocl ve
invazyonunda rol oynar (119). MMP-3, makrofajlar icin kemoatraktan 6zellige sahip
faktorlerin (osteopontin, fibronektin, kollajen, laminin) olusumunu saglayabilir

(126, 162, 163). Meme kanserinde kanser hucreleri tarafindan sentezlenmesinin
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yani sira MMP’lerin esas kaynagl miyeloid hiicrelerdir (126). Fibronektine baglanan
a5B1 ve avB3 integrinler miyeloid hicrelerde MMP Uretimini artirabilir. Bunun
yaninda, FN’nin proteolizini saglayan enzimlerden olan plazminin de MMP
aktivasyonunu artirdigi bildirilmistir (127).

Fibronektine etki eden bir serin proteaz olan elastaz baslica nétrofiller olmak
Uizere monosit ve makrofajlar tarafinda da uretilir (164, 165). Bu proteaz FN-EDA
parcalarinin olusumunda rol oynar. EDA bolimi FN’deki “tip-1ll 11” ve “tip-Ill 12”
bolimleri arasinda bulunur. Elastaz, EDA ve “tip-lll 12” bolimlerini birbirinden
ayirarak EDA’nin agiga ¢ikmasini saglar (8). Bu sekilde olusan FN-EDA pargalari hiicre
ylzeyindeki reseptorleri (TLR4, a4B1 ve a9B1 integrinler) etkin bir sekilde uyararak
timorde inflamatuvar mikrogevrenin olusumuna katki saglayabilir (166-168).
FN-EDA (041 ve a9B1 integrinler ve TLR4) reseptorlerinin diizeyi kanser gelisimi ile
beraber artis gosterir. Meme kanserinde bu reseptorlerin aktivasyonu hiicre
proliferasyonu, immin sistemden kagls, anjiyogenez, invazyon ve metastazla
iliskilidir. Ucli negatif meme kanseri gibi invazyon kapasitesi yiiksek meme
kanserlerinde bu reseptorlerin ifadesinin daha yiliksek oldugu gosterilmistir. Meme
kanserinde vyiliksek dizeydeki o4p1 ve o9B1 integrinlerin ve TLR4’Un artan
fibronektin dizeyi ile korelasyon gosterdigi ve kotlu prognoz ile iliskili olabilecegi
belirtilmistir (169-172).

Bu tez c¢alismasinin amaci, meme kanseri hicrelerinden (retilen
fibronektinin  miyeloid hiicre karakterini nasil etkiledigini belirlemektir.
Bazal-benzeri meme kanserinde miyeloid hiicre infiltrasyonu yliksektir ve kanser
hicrelerinin Urettigi faktorler miyeloid hiicreleri fenotipik ve fonksiyonel agidan
etkiler (4). Fibronektin miyeloid hicrelerin dokuya yerlesimine ve farklilasmasina
katkida bulunur (5). Bazal-benzeri meme kanserinde fibronektin diizeyinin ylksek
oldugu bilinmektedir (152, 154). Miyeloid hiicrelerde immiin diizenleyici karakterin
ortaya ¢ikmasi STAT3 aktivasyonuyla iliskilidir (6). STAT3 aktivitesi ylksek miyeloid
hiicreler tarafindan Uretilen pro-inflamatuvar sitokinler kanserin ilerlemesine neden
olan inflamatuvar mikrogevrenin olusumunda rol oynar (7). Diger yandan, timor

dokusunda bulunan proteolitik enzimlerin, 6zellikle elastaz-2, fibronektini 6zgiil
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bolgelerinden keserek FN-EDA parcalarinin olusumunda rol oynadigl belirtilmistir
(8). FN-EDA’nIn, TLR4 ve NF-kB’yi uyarabilme kapasitesine sahip oldugunu gosteren
yayinlar mevcuttur (8, 9). Bu bilgiler isinda, bazal-benzeri meme kanseri
hicrelerinden uretilen faktorlerin miyeloid hiicrelerdeki STAT3 aktivitesini ve timor
mikrogevresindeki inflamatuvar karakterde &nemli rol oynayan IL-1B {retimini
dizenledigi ve fibronektin/FN-EDA, elastaz ve TLR4 ekseninin meme kanserinde

inflamasyonun devamhiligini sagladigi hipotezi olusturuldu.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Eyliil 2014 — Ekim 2018 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji Ana Bilim Dali ve Fransa Cote d’Azur Universitesi
Valrose Biyoloji Enstitlisi Arastirma Laboratuvarlari’'nda gergeklestirilmistir.
Gahsmadaki insan ornekleri kullanilarak yapilan deneyler igin gerekli etik kurul karari
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan

onaylanmistir (Karar no: GO 14/438-30).
3.1. Calismada Kullanilan Maddeler

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), DMEM(1X)-GlutaMAX,
RPMI 1640, McCoy’s 5A, penisilin/streptomisin ¢ozeltisi , L-glutamin, fotal buzagi
serumu (fetal bovine serum, FBS), 10X Tripsin—EDTA (Biological Industries, Israil;
Lonza, Isvicre; Biowest, Fransa); fosfat tamponlanmis tuz c¢6zeltisi tozu
(phosphate  buffered saline, PBS) (Advansta, ABD); tripan mauvisi,
sodyum floriir, fenilmetilsilfonil florit (phenylmethylsulfonyl fliioride, PMSF),
etilen diamin tetra asetik  asit (EDTA), tris, -merkaptoetanol,
bromfenol mavisi, etanol, dietilpirokarbonat (diethylpyrocarbonate, DEPC),
3-sikloheksilamino-1-propansilfonik  asit  (3-cyclohexylamino-1-propanesulfonic
acid, CAPS), floresan-isaretli lateks boncuklar, ficoll 1.077 g/mL ve 1,119 g/mL
(Sigma, ABD); dimetil silfoksit (Origene, ABD); radyo-immiin presipitasyon analizi
(radio-immunoprecipitation assay, RIPA) tampon c¢oOzeltisi, proteaz inhibitor
kokteyli, buzagi serum alblimin, protein belirteci, polivinildiflorid (PVDF) membran,
filtre kagidi, bisinkoninik asit (bicinchoninic asit, BCA) protein analiz kiti, DNaz
enzimi (DNase 1), Dream Taq tampon ¢0zeltisi, Tag polimeraz enzimi, 25 mM dNTP
¢Ozeltisi, 50 baz cifti (b¢) DNA belirteci, oligo(dT) primerler, 5X reaksiyon tampon
¢Ozeltisi, ribonikleaz inhibitorid (RibolLock), ters (reverse) transkriptaz (RT) enzimi
(Thermo Scientific, ABD); 100 b¢ DNA belirteci (GeneDirex OneMark 100, ABD)
calyculin A, p-STAT3 (Tyr705), total STAT3 ve B-aktin tavsan anti-insan monoklonal
antikorlari, anti-tavsan ve anti-fare IgG HRP bagli sekonder antikorlar (Cell Signaling,

ABD); poliklonal kegi anti-fare immun globilin/HRP (Dako, ABD); forbol 12-miristat
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13-asetat (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA), iyonomisin kalsiyum tuz ¢ozeltisi
(Cell Signaling, ABD; Sigma, ABD); sodyum dodesil silfat (SDS) (JT Baker, ABD);
gliserol (Gerbu, Almanya); amonyum persilfat (APS), tetrametiletilendiamin
(TEMED), SsoAdvanced ™ Universal SYBR® Green Supermix ¢ozeltisi (BioRad, ABD);
glisin, metanol, Giemsa ¢ozeltisi, entellan (Merck, Almanya); tween-20 (AppliChem,
Almanya); yagsiz sit tozu (Pinar, Tirkiye); RNeasy Mini Kit (Qiagen, ABD); RNA
temizleme ve konsantre etme kiti (Zymo Research, ABD); ylikleme boyasi (6X;
Thermo Scientific, ABD; BioRad, ABD); Tris Borat EDTA (10X; Gibco, ABD); agaroz
(Lonza, Isvigre); polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PZR) kullanilan oligoniikleotitler
(Sentegen, Tirkiye); rekombinant insan iL-1B, TNF-q, iL-6, IFN-y (R&D, ABD); STAT3
inhibitord  V, (Stattic; Santa Cruz Biotechnology, ABD); fiksasyon ve
permeabilizasyon ¢ozeltisi (Cytofix/Cytoperm), permeabilizasyon yikama tampon
¢ozeltisi (1X; PermWash Buffer), accudrop boncuklari, fare anti-insan fibronektin
monoklonal antikoru (BD, ABD); boyden kemotaksis haznesi (Corning, ABD; BD,
ABD); karboksi-diklorodihidrofloresan diasetat (H,DCFDA) (Anaspec, ABD);
karboksifloresin stksinimidil ester (carboxyfluorescein succinimidyl ester, CFSE)
(Invitrogen, ABD); fare anti-insan CD3 antikoru (HIT3a) (eBioscience, ABD); MACS
Human CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Almanya); EasySep Human CD14*
Selection (Stem Cell Technologies, Kanada); DRAQ7 canlilik boyasi, eritrosit liziz
tampon ¢ézeltisi, Legend Max insan iL-1B ELISA kiti (Biolegend, ABD); HEK-Blue™
Detection tozu, zeosin, normosin, blastisidin ve HEK-Blue™ Selection antibiyotik,
(Invivogen, ABD); pefabloc SC (Roche, Almanya); jelatin-sefaroz boncuklar (General
Electric Healthcare, ABD); insan fibronektin ELISA kiti, insan PMN elastaz ELISA kiti,

fare anti-insan fibronektin EDA monoklonal antikoru (Abcam, ingiltere).
3.2. Calismada Kullanilan Cézeltiler

Tam DMEM Besiyeri: Ticari olarak temin edilen disuk glikoz (1 g/L) veya
yuksek glikoz (4.5 g/L) iceren DMEM kultir ortamina %10 oraninda 1si ile inaktive
edilmis (56°C, 20 dk.) FBS, L-glutamin (2 mM) ve penisilin (100U)/streptomisin

(100 pg/mL) antibiyotik ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklandi.
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Tam RPMI 1640 Besiyeri: Ticari olarak temin edilen RPMI 1640 kultur
ortamina %10 oraninda isi ile inaktive edilmis (56°C, 20 dk.) FBS, L-glutamin (2 mM)
ve penisilin  (100U)/streptomisin (100 pg/mL) antibiyotik ¢ozeltisi eklendi.
Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklandi.

Tam McCoy’s 5A Besiyeri: Ticari olarak temin edilen McCoy 5A kiltir
ortamina %10 oraninda isi ile inaktive edilmis (56°C, 20 dk.) FBS, L-glutamin (2 mM)
ve penisilin  (100U)/streptomisin (100 pg/mL) antibiyotik ¢ozeltisi eklendi.
Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklandi.

Diisiik Serumlu RPMI 1640 Besiyeri: Ticari olarak temin edilen RPMI 1640
klltir ortamina %1 oraninda isi ile inaktive edilmis (56°C, 20 dk.) FBS, L-glutamin
(2 mM) ve penisilin (100U)/streptomisin (100 pg/mL) antibiyotik ¢ozeltisi eklendi.
Hazirlanan RPMI 1640 besiyeri +4°C’de saklandi.

PBS Tampon Cozeltisi: Ticari olarak toz halinde temin edilen, 150 mM
sodyum klorir ve 10 mM sodyum fosfat icerigine sahip PBS, 500 mL distile suda
(dH20) coziilerek 7.2 pH degerine sahip 1X PBS tampon c¢ozeltisi hazirlandi. Hiicre
kiltlrd icin otoklavlanarak sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

PBS-Tween-20 (PBS-T) Tampon Cozeltisi: Western-Blot deneylerinde
kullanilmak {zere 1X PBS tampon ¢ozeltisine final konsantrasyonu %0.1 olacak
sekilde Tween-20 soliisyonu eklenerek PBS-T ¢ozeltisi hazirlandi ve oda sicakliginda
sakland.

Tripan Mavisi: Toz halindeki tripan mavisinden hassas terazi ile 400 mg
tartildi ve 100 mL 1X PBS iginde ¢ozildu. Boylece %0.4 derisime sahip tripan mavisi
cozeltisi elde edildi. Bu ¢ozelti 0.22 um por buylkligline sahip steril filtreden
gecirildi ve alikotlanarak oda sicakhiginda saklandi.

Liziz Tampon Cozeltisi: Ticari olarak temin edilen RIPA tampon ¢o6zeltisine
(25 mM Tris-HCI (pH: 7.6), 150 mM NaCl, %1 NP-40, %1 sodyum deoksikolat,
%0.1 SDS) protein lizati hazirlama asamasindan hemen 6nce, 1X proteaz
inhibitor kokteyli (protease inhibitor cocktail, PIC), 200 mM sodyum florir (NaF),
50 nM Calyculin A, 5 mM EDTA ve 1 mM PMSF eklenerek +4°C soguk odada

hazirlandi ve taze sekilde kullanildi.
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Sodyum Floriir (NaF) Cozeltisi: Stok c¢ozelti olarak 10.5 g NaF 50 mL dH,0
icinde ¢ozililerek 5 M NaF ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti +4°C’de saklandi.

PMSF Cozeltisi: Toz halindeki 35 mg PMSF, 1 mL izopropil alkol icinde
¢ozilerek 200 mM stok ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti -20°C’de saklandi.

EDTA Cozeltisi: Toz halindeki 7.3 g EDTA, 50 mL dH,0 iginde ¢oziilerek 0.5 M
konsantrasyona sahip stok ¢ozelti hazirlandi. Cozelti +4°C’de saklandi.

Calyculin A Gozeltisi: Liyofilize halde bulunan Calyculin A, 200 uL DMSO
icinde ¢ozilerek 50 uM konsantrasyona sahip stok ¢6zelti hazirlandi ve alikotlanarak
-20°C’de saklandi.

SDS-jel Yiikleme Tampon Cozeltisi: Bu ¢ozelti 160 mM Tris-HCl (pH: 6.8),
%20 gliserol, 0.6 mM bromfenol mavisi, %10 SDS ve 1.4 M [-merkaptoetanol
bilesenlerinden olusmaktadir. B-merkaptoetanol yiksek toksisiteye sahip oldugu
icin ¢ozeltiye ¢eker ocak icerisinde eklendi. Tris-HCl tampon goérevi gorir. Gliserol
orneklerin kuyulara ¢okmesini, bromfenol mavisi reaksiyonun izlenmesini, SDS
proteinin tamamen “~" yiikle yiiklenmesini, B-merkaptoetanol ise proteinin primer
yaplya donmesini saglar. Bu ¢ozelti alikotlanarak +4°C’de sakland.

Yiriitme Tampon Coézeltisi: Final konsantrasyonu; 24.8 mM tris, 200 mM
glisin ve 3.4 mM SDS olacak sekilde distile su igerisinde 10X konsantrasyonda
hazirlandi. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi. Kullanilmadan énce distile su ile
1X konsantrasyona seyreltildi.

Transfer Tampon Coézeltisi: Final konsantrasyonu; 24 mM tris ve 200 mM
glisin olacak sekilde distile su icerisinde 5X konsantrasyonda hazirlandi. Cozelti
+4°C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce transfer tampon ¢0zeltisi; absolut metanol ve
distile su ile 1:1:3 oraninda karistirilarak 1X konsantrasyona seyreltildi.

Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) Cozeltisi: Liyofilize haldeki 1 mg PMA,
steril kosullarda 1 mL DMSO icinde ¢ozlilerek 1.6 mM stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok
¢Ozelti serum icermeyen RPMI 1640 besiyeri ile 80 uM (50 pg/mL) konsantrasyona
seyreltildi ve alikotlanarak -20°C’de saklandi.

iyonomisin Cozeltisi: Liyofilize haldeki iyonomisin steril kosullarda 1 mL

DMSO iginde ¢oziilerek 2.3 mg/mL stok c¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozelti serum
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icermeyen RPMI 1640 besiyeri ile 500 ug/mL konsantrasyona seyreltildi ve
alikotlanarak -20°C’de sakland.

Rekombinant insan Pro-inflamatuvar Sitokinleri: Liyofilize haldeki sitokinler
steril kosullarda %0.1 buzag serum alblimini (BSA) iceren 1X PBS tampon
¢ozeltisinde IL-1B ve TNF-a i¢in 25 pg/mL, iL-6 icin 50 pg/mL ve iFN-y icin dH20
icerisinde 0.2 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde stoklar hazirlandi. Bu
stoklardan, %0,1 buzagl serum albimini (BSA) igeren 1X PBS tampon ¢ozeltisinde
iL-1B ve TNF-a icin 250 ng/mL, iL-6 icin 500 ng/mL ve iIFN-y icin FBS icermeyen RPMI
1640 igerisinde 20 ug/mL ara stok ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok ve ara stok
¢Ozeltiler alikotlandi ve -80°C’de saklandi.

STAT3 inhibitora V, Stattic: Ticari olarak liyofilize halde temin edilen 25 mg
Stattic, steril ortamda 2.4 mL DMSO iginde ¢6zildi (50 mM). Hazirlanan ¢ozelti
alikotlandi ve -80°C’de saklandi.

Karboksi-diklorodihidrofloresan Diasetat (H.DCFDA): Liyofilize halde temin
edilen 100 mg H.DCFDA steril ortamda DMSO icinde ¢ozilerek 100 mM ¢ozelti
hazirlandi ve alikotlanarak -80°C’de saklandi.

Karboksifloresin Siiksinimidil Ester (CFSE): Liyofilize halde temin edilen
50 ug CFSE steril kosullarda 18 puL DMSO iginde ¢oziilerek 5 mM ¢ozelti hazirlandi ve
alikotlanarak -80°C’de saklandi.

Anti-CD3 Monoklonal insan Antikor Cozeltisi: Fare anti-insan CD3
monoklonal antikoru (1 mg/mL) serum icermeyen RPMI 1640 besiyeri ile 2 pug/mL
konsantrasyona seyreltildi ve -20°C’de muhafaza edildi.

Primer ve Sekonder Antikorlar: Western-Blot analizlerinde kullanilan
p-STAT3 (Tyr705), total STAT3 ve [3-aktin tavsan anti-insan monoklonal antikorlari ve
fare anti-insan fibronektin ve fibronektin EDA monoklonal antikorlari ile anti-tavsan
ve anti-fare 1gG HRP bagh sekonder antikorlar PBS-T c¢ozeltisi ile belirtilen
konsantrasyonlara (primer antikorlar: p-STAT3 ve total STAT3, 1/1500; fibronektin
ve fibronektin EDA, 1/1000; B-aktin, 1/2500, sekonder antikorlar: p-STAT3 igin,
1/3000; total STAT3 ve B-aktin icin, 1/5000; fibronektin ve fibronektin EDA igin,
1/1500) seyreltildi.
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Tris Borat EDTA (TBE) Tampon Cozeltisi: Tris (800 mM), borik asit (900 mM)
ve EDTA (25 mM) bilesenlerinden 10X konsantrasyonda hazirlanan TBE tampon
¢Ozeltisi distile su ile 1X konsantrasyona seyreltildi.

MACS Tampon Cozeltisi: Steril kosullarda 1X PBS icine %0.5 FBS ve 2 mM
EDTA ¢Ozeltisi eklenerek hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti alikotlandi ve +4°C’de
saklandi.

CAPS Tampon Cozeltisi: Liyofilize halde temin edilen CAPS bileseni distile
suda c¢oOzilerek 0.2 M konsantrasyona ve 11 pH degerine sahip stok c¢ozelti
hazirlandi. Bu stok ¢ozelti kullanilarak 10 mM CAPS, 150 mM NacCl ve 1 mM CacCl;
bilesenlerinden olusan tampon ¢0zelti hazirlandi. Hazirlanan ¢o6zelti +4°C'de
saklandi.

HEK-Blue™ Detection Kiltir Ortami: Liyofilize halde temin edilen
HEK-Blue™ Detection ajani karanhk ortamda steril kosullarda paketinden dékulmek
suretiyle 50 mL'lik tlipe aktarildi ve 50 mL steril dH,0 ile ¢6zlldi. Bu soliisyon 37°C
su banyosunda 1 saat boyunca inkiibe edildi. Bu stire sonunda HEK-Blue™ Detection
kaltir ortami 0.2 um por buyukligiune sahip filtreden sizuldi. Hazirlanan kiltur
ortami +4°C’de saklandi.

Kristal Viyole Cozeltisi: Toz halindeki kristal viyole hassas terazi ile 200 mg
tartildi ve 100 mL 1X PBS iginde ¢6ziuldu. Boylece %0.2 derisime sahip kristal viyole
cozeltisi elde edildi. Bu ¢ozelti 0.22 um por buyukligine sahip steril filtreden

gecirildi ve alikotlanarak oda sicakhiginda saklandi.
3.3. Hiicre Kultira

Bu tez calismasinda kullanilan meme kanseri hiicre hatlarindan (Tablo 3.1)
[iminal 6zellige sahip MCF-7, BT474 ve bazal-benzeri 6zellige sahip MDA-MB-468,
MDA-MB-231 tam DMEM kdltir ortaminda; liminal 6zellige sahip ZR75-1 ve bazal-
benzeri 6zellige sahip HCC38 tam RPMI 1640 kiltiir ortaminda; HER2-pozitif 6zellige
sahip SKBR3 tam McCoy’s 5A kiltir ortaminda; liminal 6zellige sahip T47D
0.01 pg/mL insiilin iceren tam RPMI kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi. immatiir dzellikteki

akut miyeloid I6semi hiicre hatlari KG-1, HL-60, THP-1 ve U937 (Tablo 3.2) tam RPMI
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kiiltlir ortaminda cogaltildi. Bolimiimizde daha once gerceklesen “STAT3 aracili
IFN-y sinyali ile AML hiicrelerinin CD11b* alt popiilasyonundaki PD1 ligandlarinin
modiilasyonu” bashkli c¢alisma icin Dr. Tolga Sitli (Sabanci Universitesi
Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi, SUNUM) tarafindan hediye edilen
short hairpin (sh) kontrol (pSIH1-puro-kontrol shRNA), shSTAT3 (pSIH1-puro-STAT3
shRNA) (173), dominant negatif STAT3 (STAT3DN) (EF.STAT3DN.Ubc.GFP) (174) ve
GFP kontrol (LeGO-G2) (175) iceren plazmid vektorler ile modifiye edilmis THP-1
hicreleri tam RPMI kiltir ortaminda cogaltildi. FN-EDA* ve FN-EDA" plazmid
vektorler ile modifiye edilmis HEK-293FT hiicreleri 7.5 ug/mL blastisidin iceren tam
DMEM(1X)-GlutaMAX kiltir ortaminda c¢ogaltildi. HEK-Blue™ hTLR4 ve Null2
hicreleri 100 pg/mL normosin igeren yiiksek glikozlu tam DMEM kdltlr ortaminda
cogaltildi ve 2. pasajdan sonra kiltiir ortamina HEK-Blue™ hTLR4 hiicreleri icin
1X HEK-Blue™ Selection, HEK-Blue™ Null2 hiicreleri igin ise 100 ug/mL zeosin

eklendi. Hiicreler %5 CO; iceren 37°C’deki inkiibatérde muhafaza edildi.

Tablo 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan meme kanseri hiicre hatlari

Hiicre Hatti Alt-tipi ER PR HER2 Histolojisi
MCF-7 Liminal A + + - iDK
BT474 Liminal B + + + iDK

T47D Liminal A + + - iDK
ZR75-1 Liminal A + + - iDK
SKBR-3 HER2-pozitif - - + AK

MDA-MB-468 Bazal-benzeri A - - - AK
MDA-MB-231 Bazal-benzeri B - - - AK
HCC38 Bazal-benzeri B - - - DK

ER: Ostrojen reseptoérii, PR: Progesteron reseptérii, HER2: insan epidermal biiyiime faktori
reseptdrii 2, IDK: invazif duktal karsinom, AK: Adenokarsinom, DK: Duktal karsinom

Tablo 3.2. Tez calismasinda kullanilan miyeloid hiicre hatlari

Hicre Hatti Matiirasyon Derecesi Hiicre Tipi
KG-1 \ M1 Miyeloblastik
HL-60 \ M2-M3 Promiyelositik
THP-1 | M5 Monositik
U937 | M5 Histiyositik
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3.3.1. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi ve Coziilmesi

Dondurulmasi planlanan hiicre hatlari 5 mL tam besiyerinde siispanse hale
getirildi. Hiicre slispansiyonu lizerine 4 mL FBS ve 1 mL DMSO eklenerek dondurma
¢Ozeltisi hazirlandi. Bu karisim, her vialde 1 mL olacak sekilde, viallere aktarilarak
alikotlandi. Vialler donma kabina koyuldu ve bir gece -80°C’de saklandi. Bu sire
sonunda vialler -196°C sivi azot iceren tankin buhar fazinda bulunan kaplara
yerlestirildi.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlarini iceren vialler sivi azottun buhar
fazinda bulunan kaplardan alinarak daha 6nce 37°C su banyosunda isitiimis distile su
iceren beherlere aktarildi. Bu vialler etil alkol ile sterilize edildikten sonra hiicre
kiltlirt ortamina alindi. Vialler icinde bulunan hicre slispansiyonu pastor pipeti
kullanilarak 37°C tam besiyeri ile yikandi ve 50 ml’lik tiplere aktarildi. Hiicre
sispansiyonu santrifiij (2000 rpm, 5 dk., oda sicakhg) edildi. Santriflij sonrasi
sipernatan kismi atildi. Hlcreler tam besiyerinde slispanse hale getirildikten sonra

T25 veya T75 flasklara alinarak %5 CO; igeren 37°C’de nemli inklibatére kaldirildi
3.3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hucrelerin yaklasik %80 yogunlukta olmalarina dikkat edildi. Bu yogunluga
ulasan aderan Ozellikteki htcreler tripsin-EDTA c¢o6zeltisi kullanilarak pasajlandi.
Oncelikle hiicrelerin bulundugu flasklardan besiyeri uzaklastirildi ve 1X PBS ¢zeltisi
ile flaskin duvarinda bulunan hicreler yikandi. PBS ortamdan uzaklastirildiktan
sonra 10X konsantrasyonda tripsin-EDTA ¢ozeltisi (T25 flasklar igin 300 pL; T75
flasklar icin 600 L) eklendi ve inkibatorde 2-5 dk. inklibe edildi. Flaska tam besiyeri
eklenerek hiicreler toplandi ve 50 mL’lik tliplere aktarildi. Analizlerde kullanilacak
hiicre sayisini belirlemek icin hiicre sayimi gerceklestirildi (Bkz. Hiicre sayimi). Hiicre
¢ogalmasinin devamhligi saglamak amaciyla, T75 flasklar icin 2-3 mL, T25 flasklar
icin 0.5-1 mL hiicre sispansiyonu lizerine tam besiyeri eklendi (T75 flasklar icin

15-18 mL; T25 flasklar icin 5-7 mL) ve hiicreler inkiibatore kaldirildi.
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HEK-Blue™ hTLR4 ve HEK-Blue™ Null2 hiicreleri %80 yogunluga ulastiktan
sonra besiyeri uzaklastirildi ve hicreler 1X PBS tampon ¢ozeltisi ile yikandi.
Hicrelerin bulundugu T75 flasklara 5 mL 1X PBS tampon ¢ozeltisi eklendi ve 37°C %5
iceren CO; inklbatorde 1-2 dakika bekletildi. Bu stire sonunda T75 flasklara hafifce
vurularak hicreler kaldirildi ve 50 mU’lik falkonlara aktarildi. Hiicre gogalmasinin
devamhligi igin, T75 flasklarda 1-2 mL hiicre slispansiyonu lzerine 18-20 mL tam
besiyeri eklendi ve hiicreler inkiibatore kaldirildi.

Suspanse halde c¢ogalan hiicre hatlarinda ise flaskin tabanina ¢oken
hiicrelere pipetaj yapilarak besiyerinde homojen olarak dagilmasi saglandi. Bu
hicreler dogrudan 50 mlL’lik tliplere aktarildi ve analizlerde kullanilacak hiicre
sayisini belirlemek icin hiicre sayimi gercgeklestirildi (Bkz. Hicre sayimi). Hicre
cogalmasinin devamhligi saglamak amaciyla, T75 flasklar icin 4-5 mL, T25 flasklar icin
1-2 mL hiicre slispansiyonu Ulzerine tam RPMI 1640 besiyeri eklendi (T75 flasklar igin
15-18 mL; T25 flasklar igin 5-7 mL) ve hiicreler inkiibatore kaldirildi.

3.3.3. Hiicre Sayimi

Hicre sayimi igin hiicre stspansiyonu (10 pl) ve tripan mavisi (10 uL) 1:1
oraninda karistirildi. Ardindan bu karisim Fuchs-Rosental hemositometresinde lam
ile lamel arasinda aktarildi ve 151k mikroskobunda (10X) boyay igine almamis canli
hiicreler sayildi. Sayim, lam Uzerinde siyah kare ile ¢evrelenmis blylklige sahip
alanlarda bulunan hicreler, her satir ve siitundan birer tane olacak sekilde dort

tane, sayilarak yapildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Hiicre sayimi icin kullanilan Fuchs-Rosental hemositometresinin sematik
gorinima.

Hicre sayiminin vyapildigi Fuchs-Rosental hemositometresinde sayilan
alanlarin olglleri 1 mm x 1 mm olup lam ile lamel arasindaki uzakhk 0.1 mm’dir
(Celeromics, Fuchs-Rosental Hemositometresi, ingiltere). Hiicre sayisi bu

degerlerden yola cikilarak asagida verilen formule gore hesaplanmistir (Formil 3.1).

Alan=1mm x 1 mm =1 mm?

Hacim=1mmZx0.1 mm=0.1 mm3=1x10*

Sayilan toplam hiicre x Seyreltme faktori (3.1)
Hucre sayisi / mL = x 10.000
Sayilan alan

3.3.4. Ko-kiiltiir Deneyleri

Farkli molekiler tipteki meme kanseri hicrelerinin miyeloid farklilasma

modeli olarak kullandigimiz immatiir 6zellikteki AML hiicreleri ile yapilacak ko-kiltir
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deneylerinin hicre canhligl Uzerine etkisi test edildi (Bkz, Hicre kiltiria 3.3).
Ko-kultlr oncesi meme kanseri hiicre hatlarinin aderan 6zellik kazanmalari igin bir
glin 6nceden 24-kuyulu plaklara ekimi gerceklestirildi. Ertesi glin slispanse haldeki
miyeloid htlicre hatlari meme kanseri hiicre hatlarinin Gzerine ¢esitli oranlarda
(1=2.5x10° 1:1, 1:2, 2:1, 2:2) eklendi ve 48 saat boyunca ko-kiltir yapildi.
inkiibasyon sonunda miyeloid hiicreler pipetaj yapilarak toplandi ve canlilik analizi
icin 1:1 oraninda tripan mavisi ile boyanarak isik mikroskobunda Fuchs-Rosental
hemositometresi ile sayildi (Bkz. Hiicre sayimi 3.3.3). Benzer ko-kiltir yaklagimi

miyeloid hiicre olgunlagsma analizleri igin de kullanildi.

3.3.5. Meme Kanseri Hiicre Hatlarindan Siipernatan Eldesi ve Miyeloid

Hiicrelerin Uyarilmasi

Meme kanseri hiuicre hatlari 5x10° hiicre/mL yogunlukta tam RPMI 1640
besiyeri icerisinde T75 flasklara aktarilarak 48 saat boyunca inkibe edilmek lzere
%5 CO; iceren 37°C’de nemli inkiibatére kaldirildi. inkiibasyon sonunda toplanan
besiyeri hiicrelerden ve hicre atiklarindan arindirilmak tzere santrifiij (2000 rpm,
5 dk., oda sicakligi) edildi.

T75 flasklarda bulunan THP-1, U937, plazmid vektoérler (shkontrol, shSTAT3,
GFP kontrol, STAT3DN) ile modifiye edilmis THP-1 hiicreleri ve periferik kandan izole
edilen monositler 50 mL’lik tlplere aktarildi ve hiicre sayimi gerceklestirildi. Her
hiicre grubundan 5x10° hiicre/mL olacak sekilde hicreler ayr 50 mU'lik tuplere
alindi ve santrifiij edildi (2000 rpm, 5 dk., oda sicakhgi). Besiyerleri uzaklastirildiktan
sonra miyeloid hicreler meme kanseri hiicre hatlarindan elde edilen stipernatanlar
ile 5x10° hicre/mL olacak sekilde karistirilarak stspansiyon haline getirildi. Bu

hiicreler deney kosullarina gore belirlenen siirelerde inkibe edildi.

3.3.6. Meme Kanseri Hiicre Hatlarinin Pro-inflamatuvar Sitokinler ile

Uyarilmasi

Meme kanseri hicre hatlari 5x10° hicre/mL olacak sekilde T25 flasklara

ekildi. Bu huicreler %5 CO: igeren 37°C’deki inkibatore kaldinldi ve aderan 6zellik
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kazanmalari igin bir gece inkibe edildi. Hlcreler aderan 6zellik kazandiktan sonra
iL-1B, TNF-a. ve iL-6 sitokinleri icin 20U (EDso, iL-1B 0.2 ng/mL; TNF-a. 0.8 ng/mL;
iL-6 10 ng/mL) ve 40U (2xEDso, IL-1B 0.4 ng/mL; TNF-o. 1.6 ng/mL; iL-6 20 ng/mL)
IFN-y sitokini icin 200U (EDso, 150 ng/mL) ve 400U (2xEDso, 300 ng/mL) olmak lzere
iki farkh konsantrasyonda pro-inflamatuvar sitokinler hiicrelerin besiyerine eklendi
ve 48 saat inklbe edilmek UGzere inklibatore kaldirildi.

inkiibasyon sonunda T25 flasklardaki hiicrelerin siipernatanlari toplanarak
santrifij edildi (2000 rpm, 5 dk., oda sicaklig). Santriflij sonrasi sipernatanlar ELISA
analizi icin 1.5 mL’lik tlplere aktarildi ve -80°C’de saklandi. Flasklardaki hiicreler ise
RNA izolasyonu icin kullanildi (Bkz. Gen ifade Analizleri 3.7). Ayrica iL-1p ile inkiibe
edilen bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlarindan elde edilen siipernatanlar

Western-Blot analizlerinde kullanildi.
3.3.7. Miyeloid Hiicrelerde STAT3 Yolaginin inhibisyonu

Miyeloid hiicre hatlarinda ve periferik kandan izole edilen monositlerde
STAT3 vyolaginin inhibisyonu kiglk inihibitér molekil Stattic aracihgr ile
gerceklestirildi. Miyeloid hiicreler bazal-benzeri meme kanseri hicre hatti
stipernatanlari ile uyarilmadan énce 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 50 mL’lik tiplere
aktanldi. Final konsantrasyonu THP-1 ve monositler igin 5 uM, U937 igin ise 2.5 uM
olacak sekilde Stattic eklendi ve 45 dk. boyunca inkiibe edilmek Gzere %5 CO; iceren
37°C’de nemli inkiibatére kaldirildi. inkiibasyon sonunda hiicreler santrifiij edildi
(2000 rpm, 5 dk., oda sicakhgi) ve slipernatanlar uzaklastirildi. Miyeloid hicreler
meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde siispanse
edildi. Ayrica kontrol grubu olarak Stattic inhibitori ile inkiibe edilmeyen miyeloid

hacreler kullanildi.
3.4. Akim Sitometri

Meme kanseri hiicrelerinin miyeloid hiicreler ile yapilan ko-kiltlrlerinde
pipetaj yapilarak toplanan aderan hiicrelerden veya sispansiyon halindeki

hicrelerden besiyerini uzaklastirmak icin santrifiij yapildi (1800 rpm, 5 dk, oda
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sicakligl). Santriflij sonrasi stpernatan kismi uzaklastirildi ve hicreler 100 uL Cell
Wash c¢ozeltisi ile sispansiyon haline getirildi. Hiicre sispansiyonuna 6zgul
antikorlar eklenerek +4°C’de 40 dk. inkiibe edildi (Tablo 3.3). inkiibasyon sonunda
hiicreler ile etkilesmeyen antikorlari uzaklastirmak icin hicreler yikama sollisyonu
ile santrifij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakhgi) edildi. Sipernatan uzaklastirildi ve
hicreler 150 pL yikama sollsyonu ile slspansiyon haline getirildi. Hucre
belirteglerinin diizeyi FACSAriall akim sitometri cihazi (BD, ABD) ve FACS Diva
yazilimi (BD, ABD) araciligi ile floresan yogunluguna gore analiz edildi. Ko-kiltlUrdeki
miyeloid hiicreleri meme kanseri hiicrelerinden ayirmak amaciyla CD13 veya CD33
belirtegleri icin isaretleme yapildi. Hiicrelerin tek tek analiz edilmesini saglamak igin
forward scatter height (FSC-H) ve forward scatter area (FSC-A) dagilim grafigi
kullanildi. Bu hticrelerin graniilaritesine ve boyutlarina gére dagilimini belirlemek
icin side scatter area (SSC-A) ve FSC-A dagihim grafigi olusturuldu. CD13 ve CD33
pozitif htcreler icinden florokrom ile isaretli 0zglin antikorlarla boyanan
hiicrelerdeki ortanca floresan yogunlugu (OFY) degerleri uygun izotipik kontrol
antikoru ile isaretli hicrelerin OFY degerlerine oranlanarak normalize edildi

(Formdl 3.2, Sekil 3.2).
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Antikor Klon Uretici Florokrom
D12 BD, ABD PE
CD11b
ICRF44 Biolegend, ABD APC/Cy7
CD11c S-HCL3 BD, ABD PE
CD13 L138 BD, ABD PE
M5E2 BD, ABD FITC
CD14
63D3 Biolegend, ABD APC/Cy7
CD15 HI98 BD, ABD FITC
CD16 3G8 BD, ABD FITC
CD33 HIM3-4 BD, ABD FITC
CD34 8G12 BD, ABD PE
CcD40 5C3 BD, ABD FITC/PE
CD45 2D1 Biolegend, ABD PerCP
cD62L DREG-56 BD, ABD APC
CD66b G10F5 BD, ABD FITC
CD83 HB15e BD, ABD PE
CD103 Ber-ACT8 BD, ABD FITC
CCR7 150503 R&D, ABD PerCP
HLA-DR G46-6 BD, ABD FITC
TLR4 HTA125 Biolegend, ABD PE
MD2 18H10 Abcam, ingiltere FITC
CD4/CD8 SK3/SK1 BD, ABD FITC/PE
Fibronektin P1H11 R&D, ABD FITC
Izotipik kontrol
X40/X40 BD, ABD FITC/PE
1gG1/IgG1
izotipik control
141945 R&D, ABD APC
1gG2b
Izotipik control
20102 R&D, ABD PerCP

1gG2a
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Ozgiin antikor
ile isaretli hiicre OFY degeri (3.2)

Normalize OFY degeri =
izotipik kontrol antikoru
ile isaretli hiicre OFY degeri
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Sekil 3.2. Akim sitometri ile hiicrelerin tek tek ayrimlanma ve miyeloid hiicre
belirteglerinin analiz stratejisi

Hucre-ici protein duzeyini belirlemek icin, 5x10° hicre/4 mL olacak sekilde
T25 flasklara ekilen meme kanseri hiicreleri pro-inflamatuvar sitokinler ile 48 saat
uyarim sonrasinda kaziyici ile zikzak seklinde kazinarak flasklarin tabanindan

kaldirlldi ve suspansiyon haline getirildi. Bu hiicre slispansiyonu 47 um por
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blydkligine sahip filtreden silizlilerek 15 mU’lik tiplere aktarildi ve santrifij
(1800 rpm, 5 dk., oda sicakhgi) edildi. Pellet lzerine fiksasyon ve permeabilizasyon
cozeltisinden (Cytofix/Cytoperm, BD, ABD) 400 pL eklendi ve nazik bir sekilde pipetaj
yapilarak karistirildiktan sonra +4°C’de 30 dk. inkiibe edildi. inkiilbasyon sonunda
2 kez 1 mL 1X permeabilizasyon yikama tampon ¢ozeltisi (PermWash Buffer, BD,
ABD) eklenerek santrifiij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakhg) edildi. Son santriflijden
sonra supernatan uzaklastirildi ve 100 uL 1X permeabilizasyon yikama tampon
¢Ozeltisi eklenerek hiicreler slispansiyon haline getirildi. Hicreler izotipik kontrol
antikoru ve anti-fibronektin antikoru ile +4°C’de 30 dk. inkiibe edildi. iki kez yikama
yapildiktan sonra, hicreler 150 puL 1X PBS tampon ¢o6zeltisinde siispanse hale
getirildi. Yukarida anlatildigi sekilde akim sitometri ile analizler gergeklestirildi.
Ozgiin antikor ile isaretli hiicrelerdeki pozitif hiicre yiizdesi, izotipik kontrol antikoru

ile karsilastirilarak degerlendirildi.
3.4.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) Analizi

Analiz edilecek hicreler akim sitometri tiplerine aktarildi ve santrifij
(1800 rpm, 5 dk., oda sicakhg) edildi. Stipernatanlar uzaklastirildi ve hiicreler 1X PBS
ile stispansiyon haline getirildi. Hicreler karanlik ortamda 2 nM konsantrasyondaki
H.DCFDA ajant ile inktibe edildi ve %5 CO; iceren 37°C’deki nemli inklibatérde 30 dk.
tutuldu. inkiibasyon sonunda buz (izerine alinan tiiplere 1 mL PBS ¢6zeltisi eklendi
ve santrifij (2000 rpm, 5 dk., +4°C) edildi. Hiicreler PBS tampon c¢ozeltisi ile
sispansiyon haline getirildi ve buz tGzerine alindi

ROT diizeyi akim sitometri (495 nm eksitasyon, 529 nm emisyon) ile
degerlendirildi (Bkz. Akim sitometri 3.4). Hicrelerin ROT Uretim kapasitesi ortanca

floresan yogunlugu degerlerine gore analiz edildi.
3.4.2. Fagositoz Analizi

Floresan-isaretli lateks boncuklar opsonizasyon icin 1:1 oraninda AB insan
serumu ile karistirildi ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Miyeloid hicrelere 5 uL/mL

lateks boncuk-serum karisimi eklendi. Karisimin hiicre slispansiyonu icinde homojen
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bir sekilde dagilmasi icin kisaca vorteks yapildi ve %5 CO; iceren 37°C'deki nemli
inkiibatorde 4 saat inkibe edildi. Analizler akim sitometri (575 nm eksitasyon,

610 nm emisyon) ile degerlendirildi.
3.4.3. Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin (PKMH) izolasyonu

Saglkl kisilerden EDTA igeren tlplere alinan kanlar 1:1 oraninda FBS
icermeyen RPMI 1640 besiyeri ile karistinldi. 15 ml’lik tliplere 3 mL Ficoll
1.077 g/mL eklendi. Uzerine kan &rnekleri pastor pipeti yardimiyla yavasca yayildi ve
santriflij (400 g, 25 dk., oda sicakligl) edildi. Daha sonra, PKMH’lerin oldugu kisim
pastor pipeti yardimiyla toplanarak ayri bir tipe aktarildi (Sekil 3.3). Tip tamamen
PBS cozeltisi ile dolduruldu ve santrifij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakhgi) edildi.
Santrifiij sonrasi slipernatan uzaklastirildi ve hiicreler PBS ¢ozeltisi ile slispansiyon

haline getirildi.

Santrifu; S—
— .
-— Plazma
Periferik Kan = -—PKMH
-~——1.077g/ml
Ficoll

Eritrosit,
Grantlosit

-— 1.077g/ml
’ Ficoll

Sekil 3.3. Periferik kandan mononiikleer hiicre izolasyonu

3.4.4. Periferik Kandan Polimorfoniikleer (PMN) Lokosit izolasyonu

Saglkh kisilerden EDTA igeren tliplere alinan kanlar 1:1 oraninda FBS
icermeyen RPMI 1640 besiyeri ile karistirildi. 50 mL’lik tiplere 10’ar mL sirasiyla
Ficoll 1.119 g/mL ve 1.077 g/mL eklendi. Uzerine kan &rnekleri pastér pipeti
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yardimiyla yavasca yayildi ve santrifiij (400 g, 25 dk., oda sicakligi) edildi. Daha
sonra, PMN’lerin oldugu kisim pastor pipeti yardimiyla toplanarak ayri bir tiipe
aktarildi (Sekil 3.4). Tip tamamen PBS ile dolduruldu ve iki kez santriftij (1800 rpm,
5 dk., oda sicakhgi) edildi. Santrifiij sonrasi slipernatan uzaklastirildi ve hicreler
200 pL tam RPMI 1640 besiyeri ile sispansiyon haline getirildi. Hicre
siispansiyonundan eritrositleri uzaklastirmak igin tlipe 3 mL 1X eritrosit liziz tampon
¢Ozeltisi eklendi ve tlip 5 dk. boyunca oda sicakliginda ters-diiz edilerek karistirildi.
Hicre solisyonuna tam RPMI 1640 besiyeri eklenerek iki kez yikandi. Pellette

eritrosit olup olmadigi kontrol edildi. Eritrosit varsa eritrosit liziz islemi tekrar edildi.

Santrifl] E—

-— Plazma

© .« PKMH

— Periferik Kan ~— 1.077 g/mL Ficoll

-— PMN
-+ 1.077 g/mL Ficoll = 1-1 19 glmL Ficoll
~— 1.119 g/mL Ficoll Eritrosit

Sekil 3.4. Periferik kandan polimorfonikleer (PMN) hiicre izolasyonu

Elde edilen PMN l6kositlerin canlilik ve safligini belirlemek igin bir miktar
PMN hicre slispansiyonu alinarak anti-insan CD45 ve CD15 antikorlari ile isaretlendi
(Tablo 3.3), canlilk igcin DRAQ7 (633 nm eksitasyon, 695 nm emisyon) boyamasi
yapildi ve akim sitometri cihazinda analiz edildi (Bkz. Akim sitometri 3.4). Hiicre
canlihgr ve safliginin yaklasik olarak %95 veya daha fazla bulunmasi ile PMN

hiicreleri ileriki deneylerde kullanildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. izolasyon sonrasi polimorfoniikleer I6kositlerin (PMN) akim sitometri ile
canlilik ve saflik analizi

3.4.5. Floresan-aktive Hiicre Ayrimlama (fluorescence-activated cell

sorting, FACS) Yontemi ile CD4* T Hiicre Eldesi

Periferik kan monontikleer hiicre populasyonundan CD4* T hicrelerin eldesi
icin PKMH’ler Uzerine CD4, CD8 ve CD13 antikorlari eklendi ve 20 dk. oda
sicakhginda karanlik ortamda inkiilbe edildi. inkiilbasyon sonunda hiicre
siispansiyonunun hacmi 7-8 mL olacak sekilde tam RPMI 1640 besiyeri eklendi.
CD4* T hicrelerin eldesi FACSAriall akim sitometri cihazi ve FACS Diva yazilimi
kullanilarak floresan-aktive hiicre ayrimlama yéntemi ile gerceklestirildi. Hiicrelerin
etkili bir sekilde ayrimlanmasi icin gerekli ayarlarin yapilmasini saglamak
ve verimliligi test etmek amacgh olarak Accudrop boncuklar kullanildi.
FACS Diva vyaziliminda, akis penceresinde goziken damlalarin pencerenin
1/3’Gnden olacak sekilde kopmasina dikkat edildi. Gap degeri 6 olacak sekilde

genlik (amplitude, Ampl) ve frekans (Freq) ayarlari yapildi. Alan olceklendirme
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(area scaling) degeri 0.9 olarak ayarlandiktan sonra FSC-H/FSC-A dagilim grafigi
ile hicrelerin tek tek analiz edilmesi saglandi. SSC-A/FSC-A dagilim grafiginde
monontkleer hiicrelerin segilmesinden sonra florokrom ile isaretli spesifik
antikorlarla boyanan hiicreler igin ayr bir grafik olusturuldu. Bu grafik araciligi ile
CD4* T hicreleri secilerek hiicre ayrimlamasi islemi gerceklestirildi. Ayrimlama
sonrasl elde edilen hiicre slispansiyonu akim sitometri cihazinda analiz edildi.
Yaklasik %95 veya daha fazla oranda saf CD4* T hiicre izolasyonu gerceklestirildigi
belirlendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. FACS ile CD4* T hiicrelerinin izolasyon stratejisi

3.4.6. Manyetik-aktive Hiicre Ayrimlama (mangnetic activated cell sorting,

MACS) Yontemi ile Monosit izolasyonu

Periferik kandan monositlerin izolasyon islemi icin EasySep Human CD14*
Selection (Stem Cell Technologies, Kanada) kiti veya MACS Human CD14 MicroBeads
(Miltenyi Biotec, Almanya) kiti kullanildi.

Periferik kandan mononiikleer hiicre izolasyonu (Bkz. PKMH izolasyonu)
yapildiktan sonra EasySep Human CD14* Selection kit protokoliine gére; PKMH’ler

sayilldi ve santrifij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakligl) edildi. Santrifiij sonrasi
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1x107 hlcre 100 pL EasySep tampon ¢ozeltisi ile slspansiyon haline getirildi. Kit
iceriginde bulunan seleksiyon kokteyl soliisyonu (10 uL) eklendi ve yavasga
karistirlarak oda sicakhginda 10 dk. inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda manyetik
boncuklari iceren bilesenden 10 uL hicre suspansiyonuna eklendi ve 3 dk. oda
sicakhginda inkibe edildi. Bu siire sonunda 2.5 mL EasySep tampon ¢ozeltisi hiicre
sispansiyonu ile karistirildi ve hicrelerin bulundugu tip EasySep Magnet'e
yerlestirilerek oda sicakliginda 3 dk. inklbe edildi. Tip magnetten ¢ikarilmadan
icindeki sivi kisim dokulerek manyetik boncuklar ile etkilesmeyen hiicreler
uzaklastirildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Daha sonra tiip magnetten ¢ikarildi ve tiip
icerisinde kalan hiicreler (monositler) tam RPMI 1640 besiyeri ile siispansiyon haline
getirildi.

MACS Human CD14 MicroBeads kiti protokolliine gore ise PKMH izolasyonu
sonrasi hiicreler sayildi (Bkz. Hiicre Sayimi 3.3.3) ve santrifiij (1800 rpm, 5 dk., oda
sicakhgi) edildi. Santrif(ij sonrasi 1x107 hiicre 80 uL MACS tampon c¢ozeltisi ile
stspanse edildi. Kit igeriginde bulunan CD14 MicroBeads sollisyonu (20 uL) eklendi
ve yavasca karistirilarak +4°C’'de 15 dk. inkiibe edildi. inkilbasyon sonunda
1x107 hiicre 2 mL MACS tampon c¢ozeltisi ile yikandi ve hiicreler 500 ul’de
sispansiyon haline getirildi. Kit iceriginde bulunan kolon manyetik ayiriciya
yerlestirildi. Hicre siUspansiyonu eklenmeden o6nce kolondan tampon c¢o6zelti
gecirildi. Daha sonra hiicre slispansiyonu kolona eklendi. Manyetik boncuklar ile
etkilesmeyen hiicreler uzaklastirildi ve kolon 3 kez MACS tampon c¢ozeltisi ile
yikandi. Kolon manyetik ayiricidan alinarak toplama tipine yerlestirildi. Kolona
yaklasik olarak 5 mL MACS tampon ¢ozeltisi eklendi ve piston araciligi ile kolondan
gecirilerek hiicreler toplama tipline aktarildi.

Elde edilen monositlerin safligini belirlemek igin bir miktar monosit
siispansiyonu alinarak anti-insan CD14 antikoru ile isaretlendi ve akim sitometri
cihazinda analiz edildi (Bkz. Akim sitometri 3.4). Hiicre safliginin yaklasik %85 veya

daha fazla bulunmasi ile monositler ileriki deneylerde kullanildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. MACS sonrasi CD14* monositlerin akim sitometri ile saflik analizi

3.4.7. CD4* T Hiicre Cogalmasinin Ko-kiiltiirlerde Analizi

Saflastirilan CD4* T hiicreler santrifiij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakhgi) edildi.
Slipernatan uzaklastirildi ve 1x10°® hiicre/mL olacak sekilde FBS icermeyen RPMI
1640 besiyeri ile sispanse edildi. T hiicre slispansiyonu 37°C’'de 5 dk. inkiibe edildi.
Final konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde karboksifloresan siksinimidil ester
(carboxyfluorescein succinimidyl! ester, CFSE) ile karistirildi ve 37°C'de 15 dk. inkilibe
edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler tam besiyeri ile yikandi ve 5 dk. buz lizerinde
bekletildi. Bu siire sonunda hiicreler santriflij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakhgi) edildi.
Slpernatan uzaklastirildi ve hiicrelerin bulundugu tiip tam besiyeri ile doldurularak
tekrar santrif(ij edildi. Stpernatan uzaklastirildiktan sonra 25x10° hicre/100 pL
olacak sekilde CFSE-isaretli T hiicreler tam RPMI 1640 besiyeri ile slispansiyon haline
getirildi. Hlcrelerin Gzerine 50 ng/mL saflastiriimis anti-insan CD3 antikoru (HIT3a)
eklendi. CFSE-isaretli T hiicreler ¢cok kanalli pipet araciligi ile U-tabanli 96-kuyulu
plaklara her kuyuda 100 pL igerisinde 25x103 hiicre olacak sekilde dagitildi.

Miyeloid hicreler 1x10° hiicre/mL olacak sekilde tam RPMI 1640 besiyeri ile
stispansiyon haline getirildi. Miyeloid hicreler 1=25x103 hiicre olacak sekilde
0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 ve 1 oranlarinda U-tabanli 96-kuyulu plaklarda CFSE-isaretli
T hicrelerin bulundugu kuyulara eklenerek ko-kiiltir gerceklestirildi. Hacmin iki
katina ¢itkmasi nedeniyle saflastirilmis anti-insan CD3 antikorunun konsantrasyonu
da 25 ng/ml’ye dismus oldu. Kontrol olarak tam RPMI 1640 besiyeri ile 48 saat
inklibe edilen miyeloid hiicreler ve miyeloid hiicreler ile ko-kiltirl yapilmayan CD4*

T htcreler kullanildi. Miyeloid hiicre ve CD4* T hiicre ko-kiltirleri 37°C, %5 CO;
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iceren nemli inkiibatérde 96 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda CD4*
T hicrelerdeki CFSE yogunluguna gore proliferasyon dizeyi FACSAriall akim

sitometri cihazi ve FACS Diva yazilimi kullanilarak belirlendi.
3.5. Kemotaksis Deneyi

THP-1 hiicreleri (1x10° hiicre) ayri ayri 1.5 mU’lik tuplere aktarildi, santrifij
(2000 rpm, 5 dk., oda sicakligi) edildi ve sUpernatanlar uzaklastirildi. Bu hiicreler
100 pL %1 FBS iceren RPMI 1640 besiyeri ile siispanse edildi. Kemotaksis deneyinin
yapilacagi 24-kuyulu plaklara her kosul icin 600 pL tam RPMI 1640 besiyeri eklendi.
Tam RPMI 1640 besiyeri iceren kuyulara 5-8 um por agikligina sahip Boyden
kemotaksis hazneleri tabanlari kuyulardaki besiyerinin ylizeyine denk gelecek
sekilde yerlestirildi. Daha 6nce hazirlanmis THP-1 hiicre siispansiyonlarindan her
hazne Uzerine 100 pL eklendi ve 37°C, %5 CO; iceren ortamda 8 saat boyunca
inkiilbasyona birakildi. inkiilbasyon sonunda kemotaksis hazneleri 24-kuyulu
plaktan cikarildi. Plaktaki kuyularda bulunan hiicre slspansiyonlari kristal viyole
boyasi ile 1:1 oraninda muamele edilerek faz—kontrast mikroskobunda (IMT-2,
Olympus, Japonya) 10X objektifte fotograflari cekildi ve her kosuldan hiicre sayimi
(Bkz. Hicre Sayimi 3.3.3) gergeklestirildi.

Monositler ile yapilan kemotaksis deneyinde, kemotaksis haznesindeki
membranin alt kismina tutunan hicrelerin sayimi gergeklestirildi. Bunun igin,
kemotaksis hazneleri 1X PBS iceren kuyulara alindi. Uzerine bir miktar PBS eklendi
ve yumusak bir ¢ubuk yardimiyla membranin st kismindaki hicreler nazikge
kazinarak uzaklastirildi. Daha sonra membran 2 kez PBS ile yikandi. Hazneler igi
%100 metanol ile dolu kuyulara aktarildi ve fiksasyon igin oda sicakhginda 2 dk.
inklbe edildi. Hazneler PBS ile iki kez yikandi, Giemsa ¢ozeltsi (10X) iceren kuyulara
aktarildi ve oda sicakhiginda 5 dk. inkiibe edildi. Hazneler icinde distile su bulunan
kuyulara aktarildi ve iyice yikandi. Membranlar bistdiri ile kesildi ve alt kismi yukarida
olacak sekilde yaklasik 2 saat boyunca oda sicakliginda kurumasi saglandi. Kuruyan
membranlar ayni pozisyonda lam-lamel arasina entellan araciligi ile yapistirildi.

Giemsa ile boyanan hicreler 1sik mikroskobu (BX50, Olympus, Japonya) ile 10X
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objektifte sayildi. Hicrelerin Image Focus 4 yazilimi araciligi ile 40X objektifte

fotograflari (BX51, Olympus, Japonya) cekildi.
3.6. Western Blot Analizleri
3.6.1. Protein Lizati Hazirlamasi

Aderan oOzellikteki hiicreler (MCF-7, BT-474, T47-D, ZR-75-1, SK-BR-3,
MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HCC38) ve sispanse hiicreler (THP-1, U937 ve
monositler) 5x10° hiicre/mL olacak sekilde T25 flasklara veya 15 mL’lik tuiplere ekildi
ve 48 saat veya 15 dk. boyunca inkiibe edilmek (izere inklibatore kaldirildi.
inkiibasyon sonunda hiicreler buz iistiine alinarak +4°C soguk odada 5 dk. inkiibe
edildi. Aderan hiicreler igin flasklardan, slspanse hicreler igin ise 15 mL’lik
tiplerden besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler 2 kez PBS tampon ¢ozeltisi ile yikandi.
Flaska veya 15 mL’lik tiiplere 400 pL liziz tampon ¢ozeltisi eklendi ve galkalayici
Uzerinde 100 rpm’de 10 dk. inkiibe edildi. Aderan hiicreler kaziyici (scraper) ile
kazinarak flaskin tabanindan kaldinldi. Flasklar tekrar calkalayici Gzerinde
100 rpm’de 10 dk. inkiibe edildi ve kazima islemi tekrarlandi. Flasklardaki veya
15 mL’lik tiplerdeki 6rnekler 20°C’de sogutulmus olan 1.5 mL’lik tiplere aktarildi ve
santrifij edildi (13000 rpm, 15 dk., +4°C). Proteinleri iceren sipernatan kismi +4°C
soguk odada -20°C’'de sogutulmus olan 1.5 ml’lik tiplere aktarilarak -80°C’'de
muhafaza edildi.

Hlcre slpernatanlarindan protein oOrnegi hazirlamak igin, hicrelerin
bulundugu 1.5 mL’lik tipler santrifij (2000 rpm, 5 dk., +4°C) edildi. Stpernatan
kismi -20°C’de sogutulmus 1.5 ml’lik tlplere aktarildi. Bu sipernatanlara +4°C
soguk odada 1X PIC ve 5 mM EDTA eklendi ve pipetaj yapilarak iyice karigmasi
saglandi. Tipler calkalayici Uzerinde 150 rpm’de 15 dk. inkiibe edildi.

Slpernatanlara tekrar pipetaj yapildi ve tiipler -80°C’de muhafaza edildi.
3.6.2. Protein Olgiimii

Orneklerdeki protein miktari bisinkoninik asit (bicinchoninic asit assay, BCA)

yontemiyle hesaplandi. Ornekler ¢éziinmeleri igin buz iistiine alindi. BCA analizi igin
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diiz tabanli 96-kuyulu plaklar kullanildi. Standartlar icin 8 kuyu, her 6rnek icin birer
kuyu ve kontrol i¢in de bir kuyu kullanildi. BCA kitinde bulunan 2 mg/mL buzagi
serum albumininden liziz tampon ¢0zeltisi ile seri dilisyonlar yapilarak standartlar
(2 mg/mL, 1.5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL,
0.125 mg/mL ve 0.025 mg/mL) hazirlandi, vortekslendi veya nazikge pipetaj yapildi.
Daha sonra her kuyuya 25 plL eklendi. Olgiilecek tiim érnekler de 25 puL hacimde
kuyulara eklendi. Kontrol olarak kullanilan liziz tampon ¢o6zeltisinden veya
sipernatanin hazirlandigl besiyerinden de 25 ulL kuyulara eklendi. BCA kitinde
bulunan ¢ozeltilerden analiz igin gereken miktar hesaplandi. Cozelti A ve Cozelti B
50:1 oraninda karistirildi ve her kuyuya 175 plL eklendi. Orneklerin homojen olarak
karismasi icin kuyular pipetaj yapilarak karistirildi. Plaklar aliminyum folyo ile
kaplandi ve oda sicakhgindaki ¢alkalayicida 30 sn. inklibe edildi. Bu islem sonrasinda
37°C inklbatore kaldinlarak karanhk ortamda 30 dk. inkiibasyona birakildi.
inkiibasyon sonunda plaklar inkiibatérden cikarildi ve oda sicakligina gelmesi icin
beklendi. Spektrofotometrik Olclim icin Softmax Pro programinda Basic Endpoint
Assay protokoll kullanildi ve 562 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6lglimler
yapildi. Lizatlardaki ve slipernatanlardaki protein konsantrasyonlari, standartlarin
optik yogunluk (optical density, OD) degerlerine gore ortaya cikan standart egri
grafikleri kullanilarak hesaplandi (Sekil 3.8). Kuyulara vyiklenecek hacimlerin
hesaplanmasinda Formil 3.3 kullanildi. Ornekler BCA ¢ozeltisi ile 1:8 oraninda
seyreltildiginden, elde edilen protein konsantrasyonlari 8 ile carpildi. Ornekler
SDS-jel yikleme tamponu ile 1:1 oraninda karistirildigi icin yiklenecek protein

miktarlari 2 ile carpildi.

Protein miktari (ug) x 2 (3.3)

Protein hacim (pL) =
Protein konsantrasyonu (ug/uL) x 8
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Sekil 3.8. Spektrofotometrik protein olcimlerinde, protein konsantrasyonlarinin
hesaplanmasinda kullanilan 6rnek standart egri grafigi. Grafikler
“4-Parameter” algoritmasina gore olusturuldu.

Western Blot analizlerinde 50—120 ug arasinda degisen ve her analizde kendi

icinde esit miktarda olacak sekilde protein lizatlari ve stipernatanlar kullanildi.
3.6.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS-jel yukleme ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirilan 6érnekler 95°C 1si blogu
icerisinde 5 dk. isitilarak denatire edildi. Western Blot icin TGX FastCast Akrilamid
Kiti (BioRad, ABD) kullanilarak %10’luk poliakrilamid jel hazirlandi. Yiritme jelinin
(Resolving Gel) hazirlanmasi icin kit icinde bulunan Resolver A ve B ¢ozeltileri 1:1
oraninda karistirildi. Jelin polimerizasyonunu saglayan amonyum persiilfat (APS)
¢Ozeltisinden ve polimerizasyonu hizlandiran tetrametiletilendiamin (TEMED)
¢ozeltisinden son konsantrasyonlari %0.05 olacak sekilde jel dokilmeden hemen
once karisima eklendi ve ylriutme jeli, jel hazirlama aparatlarina dokuldi. Yiikleme

jelinin (Stacking Gel) hazirlanmasi icin kit icinde bulunan Stacker A ve B c¢ozeltileri
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1:1 oraninda, vyiuratme jeline goére daha az hacimde karistirildi. Jelin
polimerizasyonunu saglayan APS ¢0Ozeltisinden son konsantrasyonu %0.05 ve
polimerizasyonu hizlandiran TEMED ¢06zeltisinden ise son konsantrasyonu %0.1
olacak sekilde karisima eklendi. Yikleme jeli, ylrtitme jelinin Ustline dogrudan
dokildi ve kuyularin olusmasi icin taraklar yerlestirildi. Yirlitme ve ylkleme
jellerinin polimerizasyonu icin oda sicakliginda 30 dk. inkiibe edildi. Yikleme ve
ylritme jellerinin polimerize olmasini takiben jel yiikleme aparatlari Western Blot
elektroforez tankina vyerlestirildi. Bu aparatlarin arasi tamamen 1X yiritme
tamponu ile doldurulduktan sonra her kuyuda esit miktarda olacak sekilde SDS-jel
yukleme tamponu ile muamele edilen ornekler ve protein belirteci (Sekil 3.9)

yuklendi.

kDa

~250

~130
~100

Sekil 3.9. Protein belirteci (Thermo Scientific, ABD)

Fibronektin yiksek molekiler agirliga (220-250 kDa) sahip bir glikoprotein
oldugundan fibronektin bantlarinin belirgin bir sekilde gézlenmesi ve daha iyi analiz
edilmesi amaciyla elektroforez islemi (60 V, gece boyunca, +4°C) soguk odada
gerceklestirildi. Fibronektin disindaki proteinlerin analizi icin ise elektroforez islemi
(50 V, 4 saat) oda sicakligi gerceklestirildi. Elektroforez islemi sonunda jel tanktan
cikarildi.  Jelin kurumamasi icin islak bir spatula yardimiyla jel, ylkleme

aparatlarindan ayrildi. Ornek icermeyen kisimlar spatula ile kesilerek uzaklastirildi
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ve jel distile su igerisine alindi. Calkalanarak (100 rpm, 15 dk., oda sicakhgi) inkiibe

edildi.

3.6.4. Transfer ve Blotlama

Elektroforez isleminden sonra transfer isleminde kullanilan polivinildiflorid
(PVDF) membran ve filtre kagitlari jele uygun olacak sekilde belirli dlciilerde kesildi.
PVDF membranin polarize olmasi igin absolut metanol igerisinde birka¢ saniye
tutuldu. PVDF membran ve filtre kagitlari 1X transfer tampon ¢ozeltisi ile
calkalayicida (100 rpm, 15 dk., oda sicakhgi) inkiibe edildi. Calkalayicida dH,O ile
inkiibe edilen jel 1X transfer tampon ¢0zeltisi icine alinarak tekrar calkalayicida
(100 rpm, 10 dk., oda sicakhgi) inkiibe edildi. Bu inklibasyonlardan sonra yari-islak
transfer icin kullanilan cihazin (Pierce Fast Semi-dry Blotter, Thermo Scientific, ABD)
alt kismina bir kat filtre kagidi, lizerine PVDF membran, membranin lizerine jel ve en
Ust kisma bir kat daha filtre kagidi uygun bir sekilde yerlestirildi. Transfer cihazinin
alt kismi anot, st kismi ise katot olacak sekilde giic kaynagina baglandi ve transfer
islemi (25 V, 30 dk., oda sicakhgi) gerceklestirildi.

Islak transfer protokoliinde ise transfer igin kullanilan kasetlere 1X transfer
tampon c¢o6zeltisinde 15 dk. inkibe edilen slingerler yerlestirildi. Anot kisimda
bulunan singerin lzerine bir kat filtre kagidi, onun {izerine PVDF membran,
membranin Uzerine jel ve jelin Gzerine bir kat daha filtre kagidi, en Uste ise diger
siinger uygun bir sekilde vyerlestirildi ve kaset kapatilarak sikismasi saglandi.
Kasetler, transfer tankinin igine yerlestirilen transfer aparatina dikey bir sekilde
konuldu. Kasetler tamamen kaplanacak sekilde tank 1X transfer tampon ¢ozeltisi ile
dolduruldu. Bu ¢o6zeltinin homojen bir sekilde karismasi igin tankin icine manyetik
balik konuldu ve tank manyetik karistiricinin Uzerine vyerlestirildi. Tank glg
kaynagina baglandi ve transfer islemi (340 mA, 1-1.5 sa., +4°C) gerceklestirildi.

Transfer isleminden sonra PVDF membran PBS-T c¢ozeltisi ile hazirlanan
%5’lik yagsiz sut tozu karisimi icerisine alindi ve calkalayicida (100 rpm, 1 sa., oda

sicakligl) blokasyon yapildi. Daha sonra, sit tozu karisimi uzaklastirildi ve membran
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PBS-T ¢ozeltisi ile 3 kez 10 dk. boyunca yikandi. Yikamalardan sonra antikor ile

inkiibasyon asamalarina gegildi.
3.6.5. Primer ve Sekonder Antikor ile inkiibasyon

Primer antikor eklendikten sonra membran calkalayicida (100 rpm, gece
boyunca, +4°C) inkiibe edildi (Tablo 3.4). Ertesi glin primer antikor uzaklastirildi ve
membran PBS-T ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 3 kez 10’ar dk. boyunca yikandi. Yikama
isleminden sonra, kullanilan primer antikorun kaynagina gére membran sekonder
antikor ile galkalayicida (100 rpm, 1 sa., oda sicakhginda) inkiibe edildi (Tablo 3.5).
Sekonder antikorla inklibasyon sonrasi membran PBS-T ile 3 kez 10 dk. boyunca oda

sicakhginda yikandi.

Tablo 3.4. Western Blot analizlerinde kullanilan primer antikorlar

Antikor Konakgr Tiir Klon Diliisyon Firma
p-STAT3 (Tyr705) Tavsan D3A7 1/1500 CST, ABD
Total STAT3 Tavsan 79D7 1/1500 CST, ABD
[-aktin Tavsan D6AS8 1/5000 CST, ABD
Fibronektin (FN) Fare 10/Fibronectin 1/1000 BD, ABD
FN-EDA Fare IST-9 1/1000 Abcam, ingiltere

CST: Cell Signaling Technologies

Tablo 3.5. Western Blot analizlerinde kullanilan sekonder antikorlar

Antikor Konakgr Tiir Diliisyon Firma
Anti-tavsan IgG HRP ‘ Kegi 1/3000 CST, ABD
Anti-fare IgG HRP ‘ At 1/1500 CST, ABD
Anti-fare Immiinglobiilin/HRP ‘ Kegi 1/1000 Dako, ABD

CST: Cell Signaling Technologies, 1gG: immiinglobiilin G, HRP: Horseradish peroksidaz

PVDF membranda yiikleme miktarlarini normalize etmek icin [-aktin
proteininin ifade diizeyleri kontrol edildi. Bu islem icin membran 6nce PBS-T ile
calkalayicida (100 rpm, 15 dk., oda sicakhgi) yikandi. Ardindan PBS-T ile ¢oziilen

%5’lik yagsiz siit tozu ¢ozeltisi ile galkalayicida (100 rpm, 1 sa., oda sicakligi)



68

bloklandi. Daha sonra, siit tozu ¢6zeltisi uzaklastirildi ve membran PBS-T ile 3 kez

10’ar dk. boyunca yikandi. B-aktin igin antikor ile isaretleme asamalarina gecildi.
3.6.6. Kemoliiminesans Goriintiileme ve Yogunluk Ol¢iimii (Dansitometri)

PBS-T ile yikanan membran kurumadan, Super Signal West-femto Maximum
Sensitivity Substrate kiti (Thermo Scientific, ABD) veya SignalFire ECL kiti (Cell
Signaling Technologies, ABD) kullanilarak hazirlanan substrat ¢ozeltisi membran
ylzeyini kaplayacak sekilde eklendi ve karanlikta 1 dk. inkiibe edildi. Membran
Kodak Gel Logic 1500 (Carestream Healty Inc., ABD) goriintiileme sistemi ile
gorintilendi. Kodak Gel Logic 1500 goruntileme sistemindeki molekiler
gorintileme analiz yazilimi (Kodak Molecular Imaging Software Standart Edition,
Carestream Healty Inc., ABD) ile dansitometrik analizler yapildi. Her bagimsiz deney

icin protein bant yogunluklarinin B-aktin bant yogunluklarina orani hesaplandi.
3.7. Gen ifade Analizleri
3.7.1. RNA izolasyonu

Gen ekspresyon analizi yapilmak Gzere 37°C ve %5 CO; iceren nemli
inkGibatorde bulunan hicrelerden RNeasy Mini Kit (Qiagen, ABD) protokoliine
uygun olarak RNA izolasyonu gercgeklestirildi. RNA izolasyon asamalarinda filtreli
pipet uglari veya RNA ve DNA’dan arindirmak igin dietilpirokarbonat (DEPC) ile
muamele edilen pipet uglari ve tipler kullanildi. Protokole goére, inklibatérde T25
flasklar icinde inkibasyonlari tamamlanan sispanse ve aderan Ozellikteki
hiicrelerden besiyeri uzaklastirildi ve PBS tampon ¢ozeltisi ile iki kez yikandi. Kit
iceriginde bulunan RLT ¢ozeltisi ile %1 B-merkaptoetanol igerecek sekilde hazirlanan
karisimdan 500 uL eklenmesi sonrasinda hiicreler yaklasik olarak 5 dk. vortekslendi
ve bu sekilde pargalanmalari saglandi. Bu ¢6zeltinin Gzerine 500 puL %70 etanol
eklendi. Bu karisim filtreli kolonlara aktarildi ve santriflij (10000 rpm, 20 sn., +4°C)
edildi. Santriflij sonunda toplama tlplerine gecen sivi kisim uzaklastirildi. Her

kolona kit igeriginde bulunan RW1 c¢ozeltisinden 700 pL eklenerek santrifij
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(10000 rpm, 20 sn., +4°C) edildi. Toplama tiplerine gegen sivi kisim uzaklastirildi.
Kolonlara %100 etanol iceren RPE c¢ozeltisinden 500 pL eklendi ve santrifij
(10000 rpm, 20 sn., +4°C) sonrasl toplama tiplerindeki sivilar uzaklastirildi.
Kolonlara tekrar RPE ¢ozeltisinden 500 pL eklendi ve santrifiij (13000 rpm, 4 dk.,
+4°C) edildi. Daha sonra, toplama tlipleri yenileri ile degistirildi ve filtrelerdeki siviy
tamamen uzaklastirmak igin kolonlar yeniden santrifiij (13000 rpm, 1 dk., +4°C)
edildi. Bu siire sonunda toplama tupleri uzaklastirilarak filtreli kolonlar her 6rnek
icin ayri ayri hazirlanan DEPC ile muamele edilmis 1.5 mL hacimdeki tiplerin izerine
yerlestirildi. Filtreli kolonlara 30 uL RNaz-DNaz igermeyen ddH>0 eklendi ve santrifij
(10000 rpm, 1 dk., +4°C) edildi. Kolonlar uzaklastirildi ve tipler buza gémiuldi.
NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, ABD) spektrofotometre
araciligi ile NanoDrop 1000 yazilimi kullanilarak érneklerdeki RNA igerigi belirlendi.
Olgiilen érneklerdeki Azeo / Azso Ve Azeo / Azzo degerlerinin yaklasik olarak 2 olmasina

dikkat edildi. Ornekler 6l¢iim sonrasi -80°C’de muhafaza edildi.
3.7.2. RNA Orneklerinden DNA’nin Uzaklastiriimasi

Ug bagimsiz deneyden elde edilen RNA érnekleri buz tizerinde ¢6ziildi ve her
ornekten esit miktarda olacak sekilde birlestirildi. Bu RNA havuzlarindaki niikleik asit
miktari  ve  kalitesi  spektrofotometrik  olarak  (Nanodrop, @ ND-1000
Spectrophotometer) degerlendirildi. DNA temizleme islemi RNA Clean and
Concentrator (Zymo Research, ABD) kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.
Kisaca, izole edilen RNA 6rneginden 20 pL, 10X DNA tampon ¢ozeltisinden 5 pL, RNA
icermeyen DNaz enziminden (DNase |, 1U/uL, Thermo Scientific, ABD) 4.5 uL ve
20 pL RNaz igcermeyen ddH,O’dan olusan bir karisim hazirlandi. Bu oranlar
temizlenecek oOrnegin miktarina ve hacmine goére ayarlandi. DNaz enziminin
homojen olarak karismasi icin pipetaj islemi yapildi ve karisim 37°C su banyosunda
40 dk. inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda karisima miktarinin iki kati kadar kit
iceriginde bulunan RNA baglanma tamponu (RNA Binding Buffer) ilave edildi.
Ardindan olusan yeni karisima ayni miktarda %100 etanol eklenerek filtreli kolonlara

aktarildi. Kolonlar santriftij (13000 rpm, 1 dk., oda sicakligi) edildi. Toplama tiipiine



70

gecen sivi kisim uzaklastirildi. Her kolona 400 pL kit iceriginde bulunan RNA
hazirlama tamponu (RNA Prep Buffer) eklendi ve santrifiij (13000 rpm, 1 dk., oda
sicakligl) edildi. Toplama tiplerindeki sivilar uzaklastirildi ve her kolona 800 uL kit
iceriginde bulunan RNA yikama tamponu (RNA Wash Buffer) ilave edildi. Kolonlar
santrifij (13000 rpm, 30 sn., oda sicakhg) edildi. Toplama tiiplerideki sivilar
uzaklastirildi ve kolonlara 400 puL daha RNA yikama tamponu eklenerek yeniden
santriftij (13000 rpm, 30 sn., oda sicakhgi) edildi. Filtreli kismin tamamen kuru
olmasini saglamak igin toplama tupleri yenileri ile degistirilerek kolonlar santrif(j
(13000 rpm, 2 dk., oda sicakligl) edildi. Santrifij sonrasinda toplama tipleri
uzaklagtirilarak filtreli kolonlar her 6rnek igin ayri ayri hazirlanmis RNaz—-DNaz
icermeyen 1.5 mL'lik tlplerin Uzerine yerlestirildi. Kolonlara RNaz-DNaz igermeyen
ddH>0 eklendi ve oda sicakliginda bir dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi filtreli
kolonlarin bulundugu tilipler santrifij (11000rpm, 30 sn., oda sicakligi) edildi.
Santrifuj sonrasi kolonlara 15 pL daha RNaz-DNaz igermeyen ddH,O eklendi ve bir
onceki ile ayni kosullarda santrifij edildi. Temizlenen Ornekler yeniden
spektrofotometrik olarak degerlendirildi. RNA 6rnegi icerisinde DNA bulasinin
kalmadigini analiz etmek igin, bu 0&rneklerde B-aktin gen ifadesi PZR ile
degerlendirildi (Bkz. Polimer Zincir Reaksiyonu 3.7.4). Bant goriintisi icermeyen

orneklerin DNA’dan tamamen arindirildigi kabul edildi.
3.7.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA sentezi igin, RNA ornekleri (1 pug veya 2 pg) mikrofij
tiplerine konuldu ve toplam hacmi 11 plL olacak sekilde ddH.O eklendi. cDNA
sentezinin baslamasi icin RNA’ya baglanan oligo(dT) primerlerden final
konsantrasyonu 0.5 pg/uL olacak sekilde her tiipe eklendi. Mikroflj tiipler PZR
cihazina yerlestirildi ve 65°C'de 5 dk. Thermal cycler'da (Thermo Scientific, ABD)
tutuldu. Bu sire sonunda mikrofij tiipler buz lzerine alindi. Her 6érnege 4 pL 5X
reaksiyon tampon ¢ozeltisi, 2 uL 10 mM dNTP c¢ozeltisi, 1 puL 40U ribonikleaz

inhibitor ¢ozeltisi ve 1 puL 200U ters (reverse) transkriptaz (RT) enzimden olusan



karisim eklendi. Mikrofiij tlipler, 42°C'de 1 saat ve daha sonra 70°C’de 10 dk. olacak

sekilde inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi

3.7.4. Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR)
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Gen ifade analizleri icin, Tablo 3.6’da yer alan genler standart veya gercek-

zamanli PZR ile degerlendirildi.

Tablo 3.6. PZR analizlerinde kullanilan primerler ve baglanma isilari

Gen Forward Primer Reverse Primer Uriin Gen Baglanma
(5°-3°) (5-3’) (bg) Bank No. isisi (°C)
ITGA4 tggcgtggtacaacttgactge tcacaggtagcatgcactgtg 141 NM_000885.4 60
ITGA5 tggcctectactttggetatge tgctgcaggtagacgtagacc 148 NM_002205.2 60
ITGAV ttactggcgagcagatggct tgccccacctettggagtttge 142 NM_002210.4 60
ITGAX tgtcatccccatggcetgatg tgttcctgggagggcttegat 123 NM_000887.4 60
ITGAM acaaagaacagcacacgcagac agcagacaatggcgttccca 153 NM_000632.3 60
ITGB1 actgcaagaacggggtgaatgg acttcctcecgtaaageccagagg 163 NM_033668.2 65
ITGB3 tagtgagctcatcccaggga agagacaactcttcagggagg 141 NM_000212.2 62
ITGB7 acagtaccctccaaactgeg tgcagaatggcatcgaagcc 180 NM_000889.2 62
STAT3 tcacgccttctacagactgcag tccggacatcctgaaggtgetg 121 NM_003150.3 64,6
IL-1B aagtacctgagctcgecagt tggaaggagcacttcatctgt 103 NM_000576.2 58,2
TLR4 gcgtggaggtgtgaaatcca gaaaaggctcccagggctaa 116 NM_138557.2 61,2
ELA2 tgattctccagctcaacggg ctcacgagagtgcagacgtt 217 NM_001972.3 59,2
FN1 actgcgagagtaaacctgaagc geggtttgcgatggtacagcet 164 NM_212482.1 62
FN1-V1 cgagccctgaggatggaatc cttceetggggatgtgacca 1278 NM_212482.2 58
FN1-V3 ccatcatcccagctgttect ttaccagttggggaagctcg 2211 NM_002026.3 58
FN1-V4 cgagccctgaggatggaatc aggggtcttttgaactgtct 989 NM_212478.2 58
ACTB ctggaacggtgaaggtgaca aagggacttcctgtaacaatgca 139 NM_001101 60

intergrinler;

ITGA4: a4, ITGAS5: a5, ITGAV: av, ITGAX: aX, ITGAM: aM, ITGB1: 1, ITGB3: 3,
ITGB7: B7; IL-1B: IL-1B; ELA2: Elastaz-2; FN1: Fibronektin; FN-EDA varyantlari: FN1-V1, FN1-V3,
FN1-V4; ACTB: B-aktin; bg: baz ifti; V: varyant
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Her mikrofij tlipulne, standart PZR igin Tablo 3.7’de, gergcek-zamanli PZR igin
ise Tablo 3.8’de yer alan bilesenlerden olusan karisim hazirlandi. Analizi yapilan
genleri ifade ettigi bilinen bir cDNA 6rnegi pozitif kontrol olarak kullanilirken negatif

kontrol olarak cDNA veya RNA 6rnegi icermeyen karisim hazirlandi.

Tablo 3.7. Standart PZR bilesen miktarlari ve final konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Final Konsantrasyonu
Dream Taq tampon ¢ézeltisi (10X) 5puL 1X
dNTP ¢ézeltisi (2 mM) 5uL 0.2 mM
Forward primer ¢ézeltisi (5 uM) 2 uL 0.2 uMm
Reverse primer ¢ozeltisi (5 pM) 2uL 0.2 uMm
Dream Taq DNA polimeraz (5 U/l) 0.2 uL 0.02 U/uL
cDNA veya RNA érnegi 1ul
ddH,0 34.8 uL
Toplam hacim 50 pL

Tablo 3.8. Gercek-zamanli PZR bilesen miktarlari ve final konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Final Konsantrasyonu
SYBR Green Supermix ¢ézeltisi (2X) 5 puL 1X
Forward primer ¢ézeltisi (5 1M) 1l 0.5 uM
Reverse primer ¢ozeltisi (5 pM) 1pul 0.5 um
cDNA érnegi 1l
ddH,0 2L
Toplam hacim 10 uL

Mikrofiij tlpler reaksiyon igin PZR cihazina (Standart PZR: Arktik Thermal
Cycler, Thermo Scientific, ABD; Gergek-zamanl PZR: CFX Connect Real Time System,
Bio-Rad, ABD) yerlestirildi. Standart PZR icin Tablo 3.9’daki, ger¢cek-zamanl PZR icin
ise Tablo 3.10’daki kosullara gore reaksiyon gerceklestirildi. Gen ifade analizlerinin
yani sira, genlere 6zgli primerlerin baglanma sicakhigini belirlemek i¢in de standart

PZR gradyanli olarak degisen sicakliklarda gerceklestirildi.
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Tablo 3.9. Standart PZR reaksiyon kosullari

Asama Sicaklik (°C) Sdre

ilk denatiirasyon 95 5 dk.

Denatlirasyon 95 30 sn.
Baglanma Primere 6zgl 30 sn. 35-40
dongi

Uzama 72 30 sn.

Son uzama 72 5 dk.

Tablo 3.10. Gergek-zamanli PZR reaksiyon kosullari

Asama Sicaklik (°C) Stire

ilk denatiirasyon 95 3 dk.

Denatlirasyon 95 30 sn.
Baglanma Primere 6zgl 30sn. } 35-40
dongli

Uzama 72 20 sn.

Son uzama 72 5 dk.

Reaksiyon sonunda PZR Urinleri jel elektorforezinde yurutilda. Bu islem icin
1X TBE icinde %2’lik agaroz jel hazirlandi. Her 100 mL agaroz jel igin final
konsantrasyonu 500 pg/mL olacak sekilde etidyum bromir ¢ozeltisi eklendi. Agaroz
jel kahba dokaldi ve kuyularin olusmasi icin taraklar yerlestirildi. Agaroz jelin
polimerizasyonu icin oda sicakhginda 1 saat inkiibe edildi. Jel kalip ile beraber
elektroforez tankina yerlestirildi. Tank 1X TBE ¢o6zeltisi ile jelin tamamini kaplayacak
sekilde dolduruldu. Her PZR Uriiniinden 15 pL alinarak parafilm Gzerinde 3 pL 6X
yikleme boyasi ile karistirildi ve jeldeki kuyulara yliklendi. DNA belirteci olarak 100
veya 50 b¢'lik belirtecler kullanildi (Sekil 3.10). 50 b¢’lik DNA belirteci, 6X yikleme
boyasi ve dH,0 ile 1:1:4 oraninda karistirilarak, 100 b¢’lik DNA belirteci ise dogrudan
jele yiklendi. Jel, elektroforez tankinda (90 V, 1-3 sa., oda sicakhgi) yarGtilda.
Yirutme islemi sonunda, jel Kodak Gel Logic 1500 goriintiileme sisteminde UV isik

altinda gorintilendi.
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Sekil 3.10. A) 100 b¢ DNA belirteci (GeneDirex, ABD), B) 50 b¢ DNA belirteci
(Thermo Scientific, ABD), bg: baz cifti

Gergek-zamanh PZR’de CFX Manager (Bio-Rad, ABD) yazilimi kullanilarak
hedef genlerden elde edilen veriler, kontrol hiicrelerin verilerine gore normalize
edildi. Referans gen olarak B-aktin ifade verileri kullanildi. Gen ifadesinde meydana

gelen degisimler AACt metodu ile rolatif olarak degerlendirildi (Formdil 3.4).

2-AACt _ 2-(ACt hedef gen - ACt kontrol gen) (3.4)

2-[(Ct hedef gen — Ct referans gen) — (Ct kontrol gen — Ct referans gen)]

3.8. Hiicre Kiiltiiriinden Siipernatan Toplanmasi

ELISA, Western Blot ve hiicre kiltliri deneylerinde kullanilmak Gzere farkh
sire ve kosullarda kultlirti veya ko-kiltiiri yapilan hiicrelerin besiyeri steril tiplere
toplandi ve santrifij (2000 rpm, 5 dk., oda sicakligi) edildi. Tapler buz Gizerine alindi
ve slipernatan kismi steril tlplere aktarildi. Bazi durumlarda sitokin salinimini
artirmak amaciyla slipernatan toplamadan 3 saat once hiicre kiltliri ortamina

50 ng/mL PMA ve 0.5 ug/mL iyonomisin eklendi. Daha sonra, siipernatanlar
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yukarida anlatildigi sekilde toplandi. Fibronektin analizleri igin %1 FBS iceren veya
serumsuz ortamda kiltir yapilmasina dikkat edildi. Western Blot analizleri igin
supernatanlara 1X PIC ve 5 mM EDTA eklendi. Toplanan slipernatanlar analizlerde

kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.
3.9. ELISA Analizleri
3.9.1. insan Fibronektin ELISA

Meme kanseri hilicre hatti slipernatanlarindaki fibronektin dizeyini
belirlemek icin insan fibronektin ELISA kiti (Abcam, ingiltere) kullanildi.

Cozeltilerin hazirlanmasi: ELISA igin kullanilacak ¢ozeltilerin ve malzemelerin
oda sicakhginda olmasina dikkat edildi. Kit iceriginde bulunan 10X Diluent N ve 20X
yikama tampon ¢ozeltisi, distile su ile 1X konsantrasyona seyreltildi. Liyofilize halde
bulunan biyotinlenmis fibronektine 4 mL 1X Diluent N c¢ozeltisi eklenerek 1X
biyotinlenmis fibronektin ¢ozeltisi hazirlandi. Kit iceriginde bulunan 100X
streptoavidin peroksidaz (SP) konjugati, 1X Diluent N ¢ozeltisi ile 1X konsantrasyona
seyreltildi.

Standartlar deneyden hemen once taze olarak hazirlandi. Kit igeriginde
liyofilize halde bulunan fibronektin standarti 1X Diluent N ¢ozeltisi ile 50 pg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Bu standart ¢ozelti ile seri diliisyonlar
yapilarak 50 ug/mL, 25 pg/mlL, 12.5 pg/mL, 6.25 ug/mL, 3 pg/mL, 1.5 pg/mL ve
0.8 pug/mL olacak sekilde standartlar hazirlandi.

Orneklerin hazirlanmasi: Hiicre siipernatanlarinin  bulundugu tiipler
-80°C'den cikarildi ve buza gomilerek cozilmeleri saglandi. Stpernatanlar 1X
Diluent N ¢6zeltisi ile 1/1000 oraninda seyreltildi.

Deney protokolii: Tium o6rnekler ve standartlar duplike olarak cahsildi.
Kuyulara ornekler ve standartlardan 25 uL eklendi. Ardindan her kuyuya 1X
biyotinlenmis fibronektin ¢o6zeltisinden 25 pL eklendi ve 96-kuyulu plagin Gzeri
kapatilarak oda sicakhginda iki saat inkibe edildi. Plak 300 uL 1X yikama tampon
cozeltisi ile 5 kez yikandi ve kurutuldu. Her kuyuya 50 pL 1X SP konjugati eklendi ve

30 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. Plak 300 uL 1X yikama tampon ¢ozeltisi ile
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5 kez yikandi ve kurutuldu. Kuyulara 50 puL kromojen substrat ¢ozeltisi eklendi ve
oda sicakhginda karanlik ortamda 25 dk. inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 50 L
reaksiyon durdurucu c¢ozelti eklendi. Plak, optik okuyucuya (SprectraMax Plus,
Molecular Devices — ABD) yerlestirildi. Softmax Pro programinda Basic Endpoint
Assay protokoll araciligl ile 450 nm ve 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olcimler yapildi. iki dalga boyu arasindaki fark hesaplandi ve ortaya ¢ikan standart

egriye gore sonuglar analiz edildi (Sekil 3.11).

Standart Egri

Ortalama OD

|:| T III;IIII T ||||;||| T I;I;I;I

0,001 0,0 0,1 1

Konsantrasyon

y=(CA DU +CCYB ) )+ D0 A B C D R2

o Std (Standartlar: Konsantrasyona kars1 Ort. OD) 00639 1072 0138 2817 0,999

Sekil 3.11. Fibronektin ELISA analizine ait spektrofotometrik dlglimlerde, protein
konsantrasyonlarinin hesaplanmasi icin “4-Parameter” algoritmasina
gore olusturulan standart egri grafigi.

3.9.2. insan iL-1B ELISA

THP-1 hiicrelerinden ve monositlerden elde edilen siipernatanlardaki iL-1B
diizeyini belirlemek icin Legend Max insan iL-1B ELISA kiti (Biolegend, ABD)
kullanild.
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Cozeltilerin hazirlanmasi: ELISA igin kullanilacak ¢ozeltilerin ve malzemelerin
oda sicakliginda olmasina dikkat edildi. Kit iceriginde bulunan 20X yikama tampon
¢Ozeltisi, distile su ile 1X konsantrasyona seyreltildi.

Standartlar deneyden hemen oOnce taze olarak hazirlandi. Kit iceriginde
liyofilize halde bulunan iL-1B standarti Assay Buffer D c¢ozeltisi ile c¢ozilerek
20 ug/mL konsantrasyonda stok ¢Ozelti hazirlandi. Bu stok c¢oOzeltiden seri
dilisyonlar yapilarak 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.3 pg/mL, 15,6 pg/mL 7.8 pg/mL,
3.9 pg/mL ve 2 pg/mL olacak sekilde standartlar hazirlandi.

Orneklerin hazirlanmasi: Hiicre siipernatanlarinin  bulundugu tipler
-80°C’'den c¢ikarildi ve buza gomilerek c¢ozilmeleri saglandi. Slpernatanlar
seyreltilmeden dogrudan kullanildi.

Deney protokolii: Ornekler ve standartlar eklenmeden énce kit iceriginde
bulunan 96-kuyulu plak 300 pL 1X yikama tampon c¢ozeltisi ile 4 kez yikandi. Tum
ornekler ve standartlar duplike olarak ¢alisildi. Kuyulara 6rnekler ve standartlardan
50 uL eklendi. Ardindan her kuyuya 50 uL Assay Buffer D sollisyonu eklendi ve
plagin Gzeri kapatilarak calkalayicida (200 rpm, 2 sa., oda sicakligl) inkibe edildi.
Plak 300 pL 1X yikama tampon soltsyonu ile 4 kez yikandi ve kurutuldu. Her kuyuya
100 pL Detection antikor ¢oOzeltisi eklendi ve galkalayicida (200 rpm, 1 sa., oda
sicakligi) inkiibe edildi. Plak 300 pL 1X yikama tampon sollsyonu ile 4 kez yikandi ve
kurutuldu. Her kuyuya 100 pL Avidin-HRP D ¢o6zeltisinden eklendi ve ¢alkalayicida
(200 rpm, 30 dk., oda sicaklgl) inkibe edildi. Plak 300 pL 1X yikama tampon
solisyonu ile 5 kez yikandi ve kurutuldu. Her kuyuya 100 pL substrat ¢ozeltisi
eklenerek oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dk. inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda 50 uL reaksiyon durdurucu c¢ozelti eklendi. Plak, optik okuyucuya
(SprectraMax Plus, Molecular Devices — ABD) yerlestirildi. Softmax Pro programinda
Basic Endpoint Assay protokoll araciligi ile 450 nm ve 570 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olgiimler yapildi. iki dalga boyu arasindaki fark hesaplandi ve

ortaya cikan standart egriye gore sonuglar analiz edildi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. iL-1B ELISA analizlerine ait spektrofotometrik &lciimlerde protein
konsantrasyonlarinin hesaplanmasi icin “Linear” algoritmasina gore
olusturulan standart egri grafigi.

3.9.3. insan PMN Elastaz ELISA

THP-1 hicrelerinden, monositlerden ve PMN I|6kositlerden elde edilen
sipernatanlardaki elastaz-2 diizeyini belirlemek icin insan PMN elastaz ELISA kiti
(Abcam, ingiltere) kullanildi.

Cozeltilerin hazirlanmasi: ELISA icin kullanilacak ¢ozeltilerin ve malzemelerin
oda sicakliginda olmasina dikkat edildi. Kit iceriginde bulunan 10X yikama tampon
¢Ozeltisi, distile su ile 1X konsantrasyona seyreltildi.

Standartlar deneyden hemen Once taze olarak hazirlandi. Kit iceriginde
liyofilize halde bulunan PMN elastaz standarti Sample Diluent ¢ozeltisi ile 10 ng/mL
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Bu standart ¢ozelti ile seri dilisyonlar
yapilarak 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2.5 ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.6 ng/mL, 0.3 ng/mL ve

0.16 ng/mL olacak sekilde standartlar hazirlandi.
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Orneklerin hazirlanmasi: Hiicre siipernatanlarinin  bulundugu tiipler
-80°C’den cikarildi ve buza gomilerek ¢oziilmeleri saglandi. Monosit stipernatanlari
1/10 oraninda, PMN lokositler ise 1/100 oraninda Sample Diluent c¢o6zeltisi ile
seyreltildi. THP-1 hiicre siipernatanlari seyreltiimeden dogrudan kullanildi.

Deney protokolii: Ornekler ve standartlar eklenmeden &nce kit iceriginde
bulunan 96-kuyulu plak 400 pL 1X yikama tampon c¢ozeltisi ile 2 kez yikandi. Tim
ornekler ve standartlar duplike olarak calisildi. Kuyulara 6rnekler ve standartlardan
100 pL eklendi. Plagin Uzeri kapatilarak calkalayicida (400 rpm, 1 sa., oda sicakligi)
inkiibe edildi. Plak 400 puL 1X yikama tampon solisyonu ile 4 kez yikandi ve
kurutuldu. Her kuyuya 150 pL HRP ile konjuge antikor c¢ozeltisi eklendi ve
calkalayicida (400 rpm, 1 sa., oda sicakligi) inkiibe edildi. Plak 400 puL 1X yikama
tampon soliisyonu ile 4 kez yikandi ve kurutuldu. Her kuyuya 200 pL TMB substrat
¢Ozeltisi eklenerek oda sicakhginda karanlik ortamda 20 dk. inkibe edildi.
inkiibasyon sonunda 50 ulL reaksiyon durdurucu cozelti eklendi. Plak, optik
okuyucuya (SprectraMax Plus, Molecular Devices — ABD) yerlestirildi. Softmax Pro
programinda Basic Endpoint Assay protokoll araciligl ile 450 nm ve 620 nm dalga
boyunda spektrofotometrik &lciimler yapildi. iki dalga boyu arasindaki fark

hesaplandi ve ortaya ¢ikan standart egriye gore sonuglar analiz edildi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Elastaz-2 ELISA analizine ait spektrofotometrik Olglimlerde, protein
konsantrasyonlarinin hesaplanmasi igin “4-Parameter” algoritmasina
gore olusturulan standart egri grafigi.

3.10. Rekombinant insan Fibronektin Ekstra Domain A* (FN-EDA¥) ve Ekstra

Domain A" (FN-EDA") Protein izoformlarinin Saflastiriimasi

Rekombinant insan (rh) FN-EDA* protein izoformlarinin saflagtiriimasi
islemi Valrose Biyoloji Enstitisi’'nde (Nice, Fransa), Prof. Dr. Ellen Van
Obberghen-Schilling’in sorumlu oldugu laboratuvarda gergeklestirildi. rhFN-EDA*
protein izoformunun yani sira kontrol kosulu olarak rhFN-EDA" protein izoformu da
saflastirildi.

Saflastirma icin Prof. Dr. Ellen Van Obberghen-Schilling ve ekibi tarafindan
daha once lentiviral gen aktarimi yontemiyle hiicresel fibronektine ait FN-EDA* ve
FN-EDA" transkript varyantlarin aktarildigi HEK-293FT hiicreleri kullanildi. Bu
hicreler, hlcre kultiiri ortaminda %10 FBS ve 7.5 ug/mL blastisidin antibiyotigi
iceren DMEM(1X) GlutaMAX besiyerinde petri kaplari igcinde gogaltildi. Hiicreler %80
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yogunluga ulastiginda pasajlandi. T175 flasklara aktarilan hiicreler %10 FBS iceren
ancak antibiyotik icermeyen DMEM(1X) GlutaMAX besiyerinde c¢ogaltildi. Hiicre
yogunlugu %80’e ulastiginda T175 flasklardaki FBS iceren besiyeri uzaklastirildi.
Hicreler 2 kez 1X PBS tampon c¢ozeltisi ile yikandi ve FBS icermeyen DMEM(1X)
GlutaMAX besiyerinde 3 giin boyunca 37°C %5 CO; iceren nemli inkibatorde
tutuldu. Flasklardaki stpernatanlar 50 mL’lik tlplere aktarildi ve her tipe final
konsantrasyonu 0.1 mg/mL olacak sekilde proteaz inhibitérii olan Perfabloc SC
cozeltisi eklendi. Tupler santrifij (1000 rpm. 20 dk., oda sicakhgl) edildi ve
siperntantlar 500 mL hacimli steril silindirik bir polipropilen siseye aktarildi.
Fibronektin ile baglanma kapasitesine sahip jelatin-sefaroz boncuklardan (General
Electric Healthcare, ABD) 10 mL alinarak hiicre slipernatanlarinin bulundugu siseye
aktarildi. Stipernatan ve jelatin-sefaroz boncuklardan olusan karisim yatay olarak
calkalayiciya yerlestirildi ve +4°C soguk odada 24 saat inklibasyona birakildi.
inkiilbasyon sonunda sise 45° acida olacak sekilde buz dolabinda 2 saat inkiibe
edildi. Bu sayede fibronektin ile etkilesen jelatin-sefaroz boncuklarin dibe ¢okmesi
saglandi. Sipernatan siseden uzaklastirildi ve elde edilen boncuklar 30 um por
blyukligline sahip polietilen filtreli kolona (Biorad, ABD) aktarildi. Jelatin-sefaroz
boncuklar ile etkilesen fibronektin bu boncuklardan ayrildi. Fibronektin, CAPS
tampon c¢ozeltisi iceren ortamda diyaliz yontemiyle konsantre edildi. Bu islem
sonunda elde edilen rekombinant insan (rh) FN-EDA* ve FN-EDA" protein
izoformlarinin konsantrasyonlari BCA protein analiz yontemiyle (Bkz. Protein

Olciimi) olgllerek belirlendi.

3.11. Salgilanan Embriyonik Alkalin Fosfataz (Secreted Embryonic Alkaline
Phosphatase, SEAP) Bildirici (Reporter) Aktivite Analizi

NF-kB baglanma dizilerinin kontroll altindaki SEAP reporter 6zelligine sahip
HEK-Blue™ hTLR4 ve HEK-Blue™ Null2 hucreleri sayildi (Bkz. Hicre sayimi).
Hicreler HEK-Blue™ Detection kiiltir ortaminda (5x10* hiicre/180 L) sispanse
edildi ve 96-kuyulu plaklara her kuyuda 180 uL olacak sekilde eklendi. Farkl siire ve

kosullarda kultirid yapilan hiicrelerden elde edilen uyarim saglayacak slipernatanlar
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plaktaki her bir kuyuya 20 uL olacak sekilde duplike olarak eklendi. Pozitif kontrol
olarak LPS (100 ng/mL) ve TNF-a. (100 ng/mL), negatif kontrol olarak ise %1 FBS
iceren RPMI 1640 kaltur ortami ve steril dH20 kullanildi. Plaklar 37°C %5 CO; igeren
inkiibatorde 16 saat boyunca inkibe edildi.

inkiibasyon sonunda SEAP aktivitesi plaklarin spektrofotometrik 6lcimii
(650 nm) ile (SprectraMax Plus, Molecular Devices; Softmax Pro, Basic Endpoint

Assay, ABD) degerlendirildi.
3.12. istatistiksel Analiz

En az 3 bagimsiz olarak gergeklestirilen deneylerden elde edilen veriler
arasindaki istatistiksel fark, varyans analizi (ANOVA) ile Student t testi kullanilarak
degerlendirildi. Grafiklerde aritmetik ortalama, standart sapma veya standart hata
ile beraber gosterildi. istatistiksel analizler icin Microsoft Excel 2016 (Microsoft,
ABD) ve SPSS (IBM, ABD) yazilimlari kullanildi. Bu analizlerde p<0,05 ve p<0,01

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bazal-benzeri ve Liiminal Meme Kanseri Hiicrelerinin Miyeloid Hiicre

Farklilasmasina Etkisi

4.1.1. Farkh Miyeloid Hiicre Hatlarinin Model Olarak Sinanmasi

Meme kanseri mikrogevresine go¢ eden miyeloid hiicrelerin timor hicreleri
ile karsilagsmasi bu hiicrelerin sagkalimini, olgunlasmasini ve farklilasma diizeylerini
etkiler (49, 176). Bu galismada, meme kanseri hicrelerinin miyeloid hiicrelerin
canlihigr ve bu hicrelerdeki fenotipik degisimler (zerine etkisini belirlemek igin
[iminal ve bazal-benzeri meme kanseri hicreleri ile ko-kiltlir deneyleri
gercgeklestirildi. Bu analizler igin miyeloid farklilasma ¢alismalarinda siklkla
kullanilan, iyi karakterize edilmis ve farkh olgunluk diizeylerinde bulunan miyeloid
[6semi hiicre hatlar (KG-1, HL-60, THP-1 ve U937) kullanildi. Bu hiicre hatlari ile
[iminal ozellige sahip MCF-7 ve bazal-benzeri 6zellige sahip MDA-MB-231 meme
kanseri hicre hatlarinin ko-kiltiri gergeklestirildi. Meme kanseri hicrelerinin
miyeloid hcrelerin canhligi Uzerine etkisini test etmek icin meme kanseri ve
miyeloid hicre hatlarinin farkli oranlarda ko-kiltiri yapildi. Ko-kilttirin miyeloid
hicre canliligini olumsuz yonde etkilemedigi ve hicrelerin en az %80 oraninda canli
oldugu gorildi. Biyolojik etkiyi daha iyi gozlemlemek adina esit sayida ekim yapilan
oranlardan en ¢ok hiicre iceren 2:2 orani bundan sonraki analizlerde kullanilmak
Uzere secildi. Bu oran sonraki deneylerde standart olarak kabul edilerek 1:1 olacak
sekilde (5x10° meme kanseri hiicresi : 5x10° miyeloid |6semi hiicresi) kullanildi

(Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Ko-kilttri yapilan miyeloid hicrelere ait canhlik analizi sonuclari.
Miyeloid hiicrelerin canhhgini test etmek igin 1=2.5x10° olacak sekilde
1:1, 1:2, 2:1, 2:2 oranlarinda meme kanseri hiicre hatlarinin miyeloid
[6semi hiicre hatlari ile 48 saat boyunca ko-kiltirli yapildi. Miyeloid
hiicreler toplandi ve 151k mikroskobunda hiicre sayimi gergeklestirildi.
Canlilik skorlamasi ++ : %$80-90, +++ : %90-100 olacak sekilde yapildi.

1:1 1:2 2:1 2:2
Ko-kiiltir orani

memelanseri: miyeloidhicre) | MCF-7 | MB-231| MCF-7 |MB-231| MCF-7 |MB-231| MCF-7 |MB-231
KG-1 ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++
HL-60 +++ | +++ | +++ | ++F+ | +F++ |+ |+ |+ +
THP-1 +++ ++ +++ | +++ ++ ++ +++ ++
u93z +++ | +++ ++ +++ ++ +4++ | +++ | +4+ 4+

Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicre hatlarinin miyeloid hiicrelerin
fenotipik farklilasmasi tizerine etkisini test etmek icin meme kanseri hiicre hatlari ile
miyeloid hiicre hatlarinin 1:1 oraninda 48 saat boyunca ko-kdltiri yapildi. Bu sire
sonunda miyeloid hiicre tiplerine 6zgii CD11b, CD11c, CD14, CD15, CD16, CD34,
CD40, CD62L, CD66b, CD83, CD103, CCR7 ve HLA-DR hiicre ylizey belirteclerinin
diizeyi analiz edildi (Sekil 4.1 A). Bu analizler sonucunda, KG-1 hiicrelerinde CD34 ve
HLA-DR duizeylerinin yliksek oldugu saptandi. MDA-MB-231 hiicre hatti ile yapilan
ko-kiltirlerde CD34 dizeylerinin, kontrole ve MCF-7 hiicre hatti ile ko-kiltiiri
yapilan hiicrelere goére, azaldigi HLA-DR diizeylerinin ise arttig1 gézlemlense de bu
degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadigl saptandi. MCF-7 hiicre hatti ile
yapilan ko-kiltiirlerde ise bu iki ylzey belirtecinin dizeylerinde kontrole
gore belirgin bir degisim gorilmedi. (CD34 OFY, RPMI kontrol 166.3+18.4,
MCF-7 ko-kiltir 133.7426.5, MDA-MB-231 ko-kiiltiir 119.25+15.5; HLA-DR OFY,
RPMI kontrol 70.5+2.5, MCF-7 ko-kiltir 65+19.7, MDA-MB-231 ko-kiltir
110+25.9). Bu hiicrelerde, MDA-MB-231 ko-kiltirlerinde MCF-7 ko-kiltlrlerine

kiyasla CD11c diizeylerinde artis ve MCF-7 ko-kiltiirlerinde kontrole gére CD103



86

diizeylerinde azalma gbdzlenmesine ragmen bu degisimler minimal diizeyde kalmistir
(Sekil 4.1 B, F). MDA-MB-231 hiicre hatti ile ko-kiltirt yapilan KG-1 hiicrelerinde
CD14 dizeylerinin MCF-7 ko-kiltlrlerine gore anlamli olarak azaldigi belirlendi.
Ancak bu azalmanin disuk seviyede oldugu gorildi (CD14 OFY, RPMI kontrol
1.0340,04, MCF-7 ko-kiltir 1.14+0.02, MDA-MB-231 ko-kultur 0.984+0.007). Diger
hicre belirteglerinin dizeyinde ise anlamli bir degisim godzlenmedi. HL-60 hiicre
hatti ile yapilan ko-kiltirlerde MDA-MB-231 hiicrelerinin, kontrole gore, CD34
diizeylerini artirdig1 CD14 diizeylerini ise hem kontrole hem de MCF-7 hiicre hatti ile
yapilan ko-kiltirlere gore azalttigi goriildii. Bu degisimler istatistiksel olarak anlamli
olmasina ragmen disiuk seviyelerde kaldigi belirlendi. Diger belirteglerin

diizeylerinde ise belirgin bir degisim saptanmadi (Sekil 4.1 C, F).
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Bazal-benzeri (MDA-MB-231) ve liminal (MCF-7) meme kanseri
hiicre hatlari ile 1:1 oraninda (1=5x10°> hiicre) 48 saat boyunca
ko-kiltlrld yapilan miyeloid hiicrelerin akim sitometri analizi sonrasi
ylizey belirteclerinde meydana gelen degisim. A) Kullanilan miyeloid
hiicre belirteclerinin hiicre tiplerine gore dagilim semasi. B) KG-1,
C) HL-60, D) THP-1, E) U937 hiicreleri ile elde edilen sonuclari gbsteren
temsili akim sitometri histogramlari ve F) izotipik kontrol boyamalari ile
elde edilen ortanca floresan yogunlugu (OFY) verisine gére normalize
edilmis OFY degisimleri. Bos histogramlar izotipik kontrolleri,
dolu histogramlar ise 0zglil antikorlarile vyapilan isaretlemeleri
gostermektedir. (MB-231, MDA-MB-231; * p<0.05, ** p<0.01; n>3)
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THP-1 hicrelerinde MDA-MB-231 hiicre hatti ile yapilan ko-kiltirlerde
CD11b, CD11c, CD14 ve CD40 belirteglerinin, kontrole ve MCF-7 hiicre hatti
ile vyapilan ko-kiltiirlere kiyasla, belirgin sekilde anlamh olarak arttig
gozlemlendi (CD11b OFY, RPMI kontrol 2.86+0.6, MCF-7 ko-kiltir 1.82+0.14,
MDA-MB-231  ko-kultir 6.5£0.73; CD11lc OFY, RPMI kontrol 5.5£1.3,
MCF-7 ko-kultiir 3.9+0.3, MDA-MB-231 ko-kdltir 21.94+2.7; CD14 OFY, RPMI kontrol
1.5+0.07, MCF-7 ko-kultir 1.2+0.03, MDA-MB-231 ko-kultur 26.4+4; CD40 OFY,
RPMI kontrol 1.24+0.44, MCF-7 ko-kiltir 0.9+0.13, MDA-MB-231 ko-kiltir
2.95+0.3). MCF-7 ile yapilan ko-kiltlirlerde bu belirteclerin azalma egiliminde
oldugu gorildi. Bu belirtegler disinda, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari ile
yapilan ko-kilturlerde THP-1 hiicrelerinde CD15 dizeylerinin anlamli olarak
azaldigi belirlendi (CD15 OFY, RPMI kontrol 46.5+1.9, MCF-7 ko-kiltir 20.3+1.2,
MDA-MB-231 ko-kiltiir 6.5+0.73). Ayni kosullarda CD103 dizeylerindeki azalmanin
ve CD62L dizeylerindeki artislarin cok dislik seviyede kaldigi tespit edildi
(Sekil 4.1 D, F). Diger hicre belirteglerinin dizeyinde anlamli bir degisim
gozlenmedi.

U937 hiicrelerinde MDA-MB-231 hiicre hatti ile yapilan ko-kiltlrlerde
CD11b ve CD11c dizeylerinin kontrol hiicrelerine ve MCF-7 ile yapilan ko-kiiltirlere
kiyasla, anlamli bir sekilde arttigi gorildid (CD11lb OFY, RPMI kontrol 1.5+0.2,
MCF-7 ko-kilttir 1.8+0.1, MDA-MB-231 ko-kilttir 2.8+0.3; CD11c OFY, RPMI kontrol
1.8+0.1, MCF-7 ko-kultir 1.7+0.1, MDA-MB-231 ko-kultiir 2.6+0.2). MDA-MB-231
ko-kultirlerinde U937 hiicrelerindeki CD14 diizeyleri MCF-7 ile yapilan ko-kiiltlrlere
gore anlamli olarak artis gésterse de bu artisin ¢ok diisik seviyede kaldig tespit
edildi (CD14 OFY, RPMI kontrol 1.07+0.09, MCF-7 ko-kiltir 1.07+0.03,
MDA-MB-231 ko-kultlir 1.17£0.01). Bu miyeloid hiicrelerin hem MCF-7 hem de
MDA-MB-231 hiicre hatlari ile yapilan ko-kultiirlerinde CD15 dizeylerinin azaldig
CCR7 duzeylerinin ise arttigi belirlendi (CD15 OFY, RPMI kontrol 13.7+4,
MCF-7 ko-kiltar 8+0.7, MDA-MB-231 ko-kultir 5.7+0.7; CCR7 OFY, RPMI kontrol
0.940.07, MCF-7 ko-kultur 1.2+0.04, MDA-MB-231 ko-kiltir 1.2340.03). CD16 ve
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CD103 diizeylerinin ise MDA-MB-231 ile yapilan ko-kiltlrlerde azaldigi saptandi
(Sekil 4.1 E, F). Diger hiicre belirteglerinin diizeyinde anlaml bir degisim gozlenmedi.

Ozetle, bu analizlerin sonucunda bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatt
MDA-MB-231 hicrelerinin THP-1 hiicrelerinde CD11b, CD11lc, CD14 ve CD40
dizeylerini, U937 hiicrelerinde ise CD11b ve CD11c diizeylerini hem kontrole hem
de liminal meme kanseri hiicre hatti MCF-7 ile yapilan ko-kultiirlere kiyasla artirmis
oldugu belirlendi. immatiir karakteri baskin olan miyeloid hiicre hatlarinin monositik
karaktere dogru olgunlasma egilimi gosterecegi ile ilgili bir dngdrinin ortaya
ctkmasina yol actl. Diger immatir miyeloid hiicrelerde (KG-1 ve HL-60) belli bir
miyeloid hiicre tipine 6zgl belirteclerin degisim gostermemesi nedeniyle ileri asama

deneylere THP-1 ve U937 hiicreleri ile devam edilmesi kararlastirildi.

4.1.2. Farkh Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicre Hatlarinin THP-1 ve U937

Hiicrelerinin Monositik Karakteri Uzerine Etkisi
a. Monositik Seri Belirteglerinin Analizi

Bazal-benzeri 6zellige sahip meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 ile
yapilan ko-kiltirlerde o©zellikle THP-1 ve U937 hiicrelerinde anlamh sonuclara
ulasilmasi nedeni ile diger bazal-benzeri 0Ozellige sahip meme kanseri hiicre
hatlarinda da benzer etkinin gorilip gérilmeyecegi test edildi. Bu amagla, THP-1 ve
U937 hiicreleri MDA-MB-231 hiicre hattina ek olarak MDA-MB-468 ve HCC38
bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlari ile de 48 saat boyunca ko-kultur edildi ve
monositik hlicre belirteglerindeki degisimler degerlendirildi. Bu analizler sonucunda,
THP-1 hicrelerinde HCC38 ile yapilan ko-kiltiirlerde, MDA-MB-231 hiicrelerindeki
gibi, CD11b ve CD40 belirteclerinin istatistiksel olarak anlaml bir sekilde arttig
gozlemlendi. CD11lc ve CD14 diizeylerinde de artislar gozlense de bu artislarin
anlamli olmadig belirlendi. (CD11b OFY, RPMI kontrol 2.86+0.6, HCC38 ko-kultiir
5.95+0.86; CD40 OFY, RPMI kontrol 1.244+0.44, HCC38 ko-kultlr 3+0.3; CD11c OFY,
RPMI kontrol 5.5£1.3, HCC38 ko-kultir 9+0.3; CD14 OFY, RPMI kontrol 1.540.07,
HCC38 ko-kultiir 2.1+0.3) MDA-MB-468 ile yapilan ko-kilturlerde ise CD14
disinda anlamli bir degisim saptanmadi (CD14 OFY, RPMI kontrol 1.5+0.07,
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MDA-MB-468 ko-kiltir 2.4+0.25). Bu bazal-benzeri meme kanseri hiicre hattinin
THP-1 hicrelerinde CD11b ve CD1lc belirteglerinin dizeyini artirma egiliminde
oldugu gozlense de bu artislarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlariile 1:1 oraninda (1=5x10° hiicre)
48 saat boyunca ko-kiltiri yapilan THP-1 ve U937 hiicrelerinde monositik
hiicre belirteglerinin akim sitometri ile analizi. A) THP-1 ve U937 hiicreleri
ile elde edilen sonuglari gosteren temsili akim sitometri histogramlari
ve B) izotipik kontrol boyamalari ile elde edilen ortanca floresan
yogunlugu (OFY) verisine gbére normalize edilmis OFY degisimleri. Bos
histogramlar izotipik kontrolleri, dolu histogramlar ise 6zgill antikorlar
ile yapilan isaretlemeleri gostermektedir. (MB-468, MDA-MB-468;
MB-231, MDA-MB-231; * p<0.05, ** p<0.01; n>3)

U937 hicreleri ile vyapilan ko-kiiltirlerde MDA-MB-468 ve HCC38
hiicrelerinin CD11b ve CD11c dizeylerini artirdigi ancak bu artislarin MDA-MB-231
hicrelerinin etkisinden daha az oldugu ve istatistiksel olarak anlamli olmadig
belirlendi. HCC38 ile yapilan ko-kiltlrlerde U937 hicrelerinde CD14 ve CD40
diizeylerinin kontrole ve gore arttigi gdzlemlendi (CD14 OFY, RPMI kontrol 1.1+0.08,
HCC38 ko-kiltiir 1.5+0.1; CD40 OFY, RPMI kontrol 0.7+0.07, HCC38 ko-kiltiir
1.25+0.1) (Sekil 4.2). Bu sonuglar, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinin 6zellikle

THP-1 hiicrelerinin monositik karakterini destekleyebilecegini gbstermistir.
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4.2. Bazal-benzeri ve Liiminal Meme Kanseri Hiicrelerinden Salgilanan
Faktorlerin Miyeloid Hiicre Hatlarinin Fenotipine ve Fonksiyonlarina

Etkisi

Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinin miyeloid hicrelerde monositik
hicre fenotipini desteklemesinin meme kanseri hicrelerinden salgilanan
faktorlerden oldugu hipotezi olusturuldu ve meme kanseri hiicre hatlarindan
salgilanan faktorlerin miyeloid hicrelerde yarattigi fenotipik ve fonksiyonel
degisimler analiz edildi. Bunun igin bazal-benzeri MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve
HCC38 meme kanseri hiicre hatlarinin yani sira liminal 6zellikteki MCF-7 ve BT-474
meme kanseri hiicre hatlarindan elde edilen slipernatanlar varliginda THP-1 ve
U937 miyeloid hiicre hatlarinin 48 saat boyunca kiiltiirii yapildi. inkiibasyon siiresi
sonunda miyeloid hiicrelerde immiinfenotipik degisimler, CD4* T lenfositlere
kostimulasyon saglama kapasitesi, kemotaksis yetenegi, reaktif oksijen tirleri (ROT)
Uretim duzeyleri ve fagositoz yetenegi degerlendirildi. Ayrica, STAT3 vyolak

aktivasyonu ve integrin gen ifadesi analizi de gergeklestirildi.

4.2.1. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlarin Miyeloid

Hiicrelerde Olusturdugu immiinfenotipik Degisimler

Meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktérlere 48 saat boyunca maruz
birakilan THP-1 ve U937 hiicrelerinde CD11b, CD11c, CD14 ve CD40 dizeyleri
incelendi. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre stpernatanlari (spt.) ile, 6zellikle
MDA-MB-231 ve HCC38 slipernatanlari, kiltiri yapilan THP-1 hicrelerinde tim
monositik hicre belirteglerinin dizeyleri istatistiksel olarak anlaml sekilde artti.
Bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlarinin bu belirteglerin ifadesini,
sadece kontrol hiicrelerine gore degil ayni zamanda liminal meme kanseri hiicre
sipernatanlari ile kiltird yapilan THP-1 hiicrelerine gore de daha fazla destekledigi
gozlendi (CD11b OFY, RPMI kontrol 2.86+0.6, MCF-7 spt. 2.95+0.16, BT-474 spt.
3.6+0.04, MDA-MB-468 spt. 6.95+0.07, MDA-MB-231 spt. 8.9+0.3, HCC38 spt.
5.61+0.1; CD11c OFY, RPMI kontrol 5.5+1.3, MCF-7 spt. 8.2+1, BT-474 spt. 10.310.4,
MDA-MB-468 spt. 13.8+1.25, MDA-MB-231 spt. 20.5+1.3, HCC38 spt. 19.4+2.2;
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CD14 OFY, RPMI kontrol 1.5+0.07, MCF-7 spt. 1.9+0.1, BT-474 spt. 1.8%0.2,

MDA-MB-468 spt. 4.1+1.2, MDA-MB-231 spt. 62.4+11.9, HCC38 spt. 54.415.2;

CD40 OFY, RPMI kontrol 1.24+0.44, MCF-7 spt. 2.2+0.02, BT-474 spt. 2.110.16,

MDA-MB-468 spt. 2.5+0.5, MDA-MB-231 spt. 7.4+0.08, HCC38 spt. 6.410.6)

(Sekil 4.3 A, B).
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Sekil 4.3. Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicre hatti sipernatanlari ile
5x10° hiicre/mL olacak sekilde 48 saat boyunca kiltiirii yapilan miyeloid
hiicre hatlarinda monositik hiicre belirteglerinin akim sitometri ile analizi.
A) THP-1 ve U937 hiicreleri ile elde edilen sonuclari gosteren temsili
akim sitometri histogramlari. B) THP-1 ve C) U937 hicrelerinde
izotipik kontrol boyamalari ile elde edilen ortanca floresan
yogunlugu (OFY) verisine gore normalize edilmis OFY degisimleri. Bos
histogramlar izotipik kontrolleri, dolu histogramlar ise 6zgil antikorlar
ile yapilan isaretlemeleri gostermektedir. (MB-468, MDA-MB-468;
MB-231, MDA-MB-231; * p<0.05, ** p<0.01; n>3).

U937 hicrelerinde bazal-benzeri meme kanseri hiicre slpernatanlari,
kontrole ve liminal hiicre stipernatanlarina gére CD11b ifadesini arttirma egiliminde
olsa da bu artislarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi. CD11c
diizeylerinin ise kontrole gore tim kosullarda anlamli olarak arttigi belirlendi. Hem
kontrole hem de liminal hiicre siipernatanlari ile kiltlri yapilan hiicrelere gore en
belirgin artislarin MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre hatti stipernatanlari ile kiltir
yaptlan U937 hiicrelerinde oldugu belirlendi (CD11c OFY, RPMI kontrol 1.8+0.1,
MCF-7 spt. 2.210.04, BT-474 spt. 2.2+0.07, MDA-MB-468 spt. 2.7%0.3,
MDA-MB-231 spt. 4.9+40.9, HCC38 spt. 3.2+0.8). CD14 dizeylerinde kosullar
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arasinda belirgin bir degisim goézlenmezken tim meme kanseri hicre
sipernatanlarinin  CD40 dizeylerini arttirabildigi tespit edildi (CD40 OFY,
RPMI kontrol 0.7+0.07, MCF-7 spt. 1+0.03, BT-474 spt. 1.1+0.03, MDA-MB-468 spt.
14+0.02, MDA-MB-231 spt. 1.24+0.2, HCC38 spt. 1.1+0.05) (Sekil 4.3 A, C).
Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktérlerin THP-1 ve
U937 hicrelerinde monositik hiicre belirteglerinin diizeylerini kontrole ve liminal
hiicre hatti slipernatanlari ile yapilan kiltiirlere gore artis yoniinde etkilemesi bu
hicrelerin fenotipik karakterinde dogrudan hiicre-hiicre kontagindan ziyade
salgilanan faktorlerin daha etkili olabilecegi hipotezini desteklemistir. Bu nedenle,
ilerleyen deneylere meme kanseri hiicre slipernatanlar ile devam edilmesi

kararlagtirildi.

4.2.2. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar ile Muamele
Edilen Miyeloid Hiicrelerin CD4* T Hiicrelere Kostimiilasyon Saglama

Kapasiteleri

Meme kanseri hiicre hatlarindan (MCF-7, BT-474, MDA-MB-231 ve HCC38)
elde edilen slipernatanlar ile 48 saat boyunca muamele edilen THP-1 ve U937
hiicrelerinin CD4* T hiicre proliferasyonu lzerine etkisini belirlemek icin T lenfosit
ko-kultirleri olusturuldu. Miyeloid hiicreler ile saghkli bireylerden izole edilen
CD4* T hiicrelerin 0.0625:1, 0.125:1, 0.25:1, 0.5:1 ve 1:1 oranlarinda ko-kiltiri
yapildi. ilk sinyal olarak anti-CD3 antikoru varliginda deneyler gerceklestirildi.
Boylelikle, miyeloid hiicrelerin T hiicrelere verebildigi kostimilasyon hakkinda bilgi
elde edilmesi amaglandi.

THP-1 hcreleri ile ko-kiltliri yapilan CD4* T hiicrelerin, U937’ye kiyasla,
cogalma kapasitelerinin daha yiksek oldugu gorildi. Liminal meme kanseri hiicre
hatti (MCF-7 ve BT-474) slipernatanlari ile muamele edilen THP-1 ve U937
hiicrelerinin, kontrole gore, T hiicre proliferasyonunu uyarma kapasitesinde belirgin
bir degisime neden olmadigi gozlemlendi (Sekil 4.4). Bazal-benzeri meme kanseri
hicre hatti (MDA-MB-231 ve HCC38) sipernatanlari ile muamele edilen THP-1

hiicrelerinin kontrole ve liminal meme kanseri hiicre hatti slipernatanlari ile
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muamele edilen THP-1 hiicrelerine gore CD4* T hiicre proliferasyonunu uyarma
kapasitesini 0.125:1 (miyeloid hiicre : T hiicre) oraninda istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalttigi belirlendi. MDA-MB-231 hiicre hatti siipernatani ile muamele edilen
THP-1 hiicrelerinin T hiicre proliferasyonunu uyarma kapasitesini 0.25:1 oraninda da
anlamli olarak azaltmaya devam ettigi belirlendi. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre
hatti slipernatanlari ile muamele edilen THP-1 hiicrelerinin CD4* T hiicre
proliferasyonunu uyarma kapasitesindeki azaltici etkisinin ilerleyen oranlarda

ortadan kalktigi goruldi (Sekil 4.4 A, C).
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Sekil 4.4. Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicre hatti stipernatanlari ile
muamele edilen miyeloid hiicre hatlarinin 96 saat sonunda CD4* T hiicre
proliferasyonunu uyarma kapasitesinin akim sitometri ile analizi.
A) THP-1 ve B) U937 hicreleri ile farkh oranlarda ko-kaltirid yapilan
anti-CD3 antikoru ile wuyarilmis CFSE isaretli CD4* T hicrelerin
proliferasyonundan elde edilen sonuglari gosteren temsili akim sitometri
histogramlari. C) Total proliferasyon ve D) ikiden fazla olan duplikasyon
degerlerine ait ylizde grafikleri. (MB-231, MDA-MB-231; Spt, slipernatan;
* p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti slipernatanlari ile muamele edilen
U937 hiicrelerinin kontrole ve liminal meme kanseri hiicre hatti slipernatanlari ile
muamele edilen U937 hiicrelerine gore CD4* T hiicre proliferasyonunu uyarma
kapasitesini 0.25:1 (miyeloid hiicre : T hiicre) oranindan itibaren istatistiksel olarak
anlaml sekilde azalttigi belirlendi (Sekil 4.4 B, C).

Meme kanseri hiicre slipernatanlari ile muamele edilen THP-1 ve U937
hlcrelerinin CD4* T hiicre proliferasyonu Uzerindeki uyarici etkisini daha iyi
gozlemlemek igin ikiden fazla duplike olan, proliferasyon ivmesi daha yliksek hiicre
oranlari da belirlendi. Bu hucrelerde de bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlari ile muamele edilen miyeloid hiicrelerin, kontrole ve liiminal meme
kanseri hiicre slipernatanlari ile muamele edilen miyeloid hiicrelere gére, CD4* T
hiicrelerin proliferasyonunu uyarma kapasitesini dlistrdiigii gbzlemlendi. Bu fark en
belirgin sekilde THP-1 icin 0.125:1, U937 icin 0.25:1 (miyeloid hiicre : T hicre)
oraninda yapilan ko-kiltirlerde tespit edildi (Sekil 4.4 A, B, D).

4.2.3. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar ile Muamele

Edilen Miyeloid Hiicrelerin Kemotaksis Yeteneginin Analizi

Meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin miyeloid hicrelerin
migrasyon kapasitesi lzerine etkisini gozlemlemek icin liminal ve bazal-benzeri
meme kanseri hlicre hatti slipernatanlari ile kiltliri yapilan THP-1 hiicrelerinde
kemotaksis analizi gerceklestirildi. Kisaca; meme kanseri hlicre hatlarindan elde
edilen siipernatanlar veya RPMI 1640 besiyeri ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde
48 saat boyunca THP-1 hicrelerinin kiltiiri yapildi. Daha sonra, meme kanseri
hiicre hatti sGpernatanlari uzaklastirildi ve THP-1 hiicreleri tampon c¢ozelti ile
yikandi. THP-1 hiicreleri %1 FBS igeren besiyeri ile 1x10° hiicre/100 plL olacak sekilde
sispanse edildi. Kemotaksis deneyinin yapilacagi plaktaki kuyulara her kosul icin
tam besiyeri eklendi ve kemotaksis hazneleri tabanlari kuyulardaki besiyerinin
ylzeyine denk gelecek sekilde kuyulara yerlestirildi. THP-1 hiicre slispansiyonlari
haznelere eklendi ve 8 saat boyunca inkiibe edildi. Serum gradyanina gore

hazneden plaktaki kuyulara gocen hiicreler sayilarak analizler gerceklestirildi.
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Liminal meme kanseri hiicre sipernatanlarinin THP-1 hiicrelerinin goc¢
kapasitesini RPMI besiyerindeki kontrol hiicrelerine gore azalttigi gozlendi (Gogen
hicre sayisi (x1000), RPMI kontrol 13+1.5, MCF-7 spt. 4.5+0.85, BT-474 spt. 8+1.8).
Bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlarinin, liminal meme kanseri hiicre
sipernatanlarina ve kontrol hiicrelerine kiyasla, THP-1 hcrelerinin kemotaksis
yetenegini belirgin dizeyde artirdigl tespit edildi (Gogen hiicre sayisi (x1000),
RPMI kontrol 13+1.5, MDA-MB-231 spt. 23.6+3.2, HCC38 spt. 21.75%3.7) (Sekil 4.5).

A B
g 50 -
& 40 - .
L4 P s *k
: 28 30 - I —
+MCF-7Spt. - - . +MB-231Spt. 2 &
g 20 -
X
g 10 - —
(8 ]
’8 i
s o RPMI MCF-7 BT-474 MB-231 HCC38
© #BT474Spt. " . +HCC38Spt. Kontrol  giipernatan ile kiltiir

Sekil 4.5. Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicre hatti slipernatanlarinin
THP-1 hicrelerinin kemotaksis kapasitesine etkisi. A) Kemotaksis
haznesinden plaktaki kuyulara goé¢ eden hiicrelerin kristal viyole ile
boyandiktan sonraki mikroskop gorintileri ve B) gocen hiicre sayisini
gosteren bar grafigi. (MB-231, MDA-MB-231; Spt, slipernatan; * p<0.05,
** p<0.01; n=3)

4.2.4. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar ile Muamele
Edilen Miyeloid Hiicrelerde Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Uretim

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Miyeloid hiicrelerde ROT uretim dizeylerini analiz etmek icin bu hicrelerin
meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 48 saat

boyunca kultliri yapildi. Daha sonra, slpernatanlar uzaklastirildi ve miyeloid
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hiicreler tampon c¢ozelti ile siispanse hale getirildi. Hicredeki reaktif oksijen tirleri
ile etkilestiginde floresan isima veren H,DCFDA ajani hiicre siispansiyonuna eklendi
ve 30 dk. boyunca inklbe edildi. Floresan isima yogunluguna gore akim sitometri ile
analizler gergeklestirildi.

Bu analizler sonucunda, hem liminal hem de bazal-benzeri meme kanseri
hlcrelerinden salgilanan faktorlerin THP-1 ve U937 hicrelerinde ROT dretimini,
kontrol hicrelerine gore, istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdigi belirledi
(H.DCFDA OFY, THP-1, RPMI kontrol 3.7+0.8, MCF-7 spt. 11.4+1.75, BT-474 spt.
13.743.8, MDA-MB-231 spt. 10.1+0.9, HCC38 spt. 11.4+1.5; U937, RPMI kontrol
7.1+0.6, MCF-7 spt. 12.24+2.6, BT-474 spt. 12.3+2.3, MDA-MB-231 spt. 13.5%+3.1,
HCC38 spt. 8.9+1). Ancak, bu artislarin minimal dizeyde kaldigi goézlemlendi.
Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicrelerden salgilanan faktorlerin THP-1 ve
U937 hiicrelerinin ROT Uretimine etkisi arasinda belirgin bir fark olmadigi goérilda

(Sekil 4.6).
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Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hilicre hatti sipernatanlarinin
miyeloid hicrelerde ROT (retimine etkisi. A) Silpernatanlarla
5x10° hiicre/mL olacak sekilde 48 saat boyunca uyarilan THP-1 ve U937
hiicrelerinde ROT Uretimini gosteren H,DCFDA ajani ile yapilan akim
sitometri analiz histogramlari. B) THP-1 ve C) U937 hiicrelerinde ROT
Uretimine bagli olarak ortanca floresan yogunlugu (OFY) degerlerini
gosteren bar grafikleri. (MB-231, MDA-MB-231; Spt, slpernatan;
* p<0.05; n=3)

4.2.5. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar ile Muamele

Edilen Miyeloid Hiicrelerin Fagositoz Yeteneginin Degerlendirilmesi

Liminal ve bazal-benzeri meme kanseri hicre hatlari slipernatanlari ile

inklibe edilen THP-1 ve U937 hicrelerinin serum ile opsonize edilmis

floresan-isaretli lateks boncuklar varliginda fagositoz kapasitesi degerlendirildi.
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Lateks boncuklarla daha az dizeyde isaretlenmis olan disik fagositoz
kapasitesine sahip miyeloid hiicrelerde meme kanseri hiicre sipernatanlar ile
muamele sonrasi herhangi bir fark gozlenmedi (Sekil 4.7). Yiiksek fagositoz
kapasitesi degerlendirildiginde ise, THP-1 hicrelerinde 0zellikle HCC38
hiicrelerinden salgilanan faktorler varhginda fagositoz artisi tespit edilse de
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (Sekil. 4.7 A, B). Meme kanseri hiicre
supernatanlari ile inkiibe edilen U937 hiicrelerinde de yiliksek fagositoz kapasitesi

degerleri arasinda anlamli bir degisim gorilmedi (Sekil 4.7 A, C).
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Sekil 4.7. Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicre hatti stipernatanlarinin
miyeloid hicrelerin fagositoz kapasitesine etkisi. A) Supernatanlarla
5x10° hiicre/mL olacak sekilde 48 saat boyunca inkibe edilen THP-1 ve
U937 hiicrelerinin floresan-isaretli lateks boncuklarla isaretlenme
baglanma ve fagositoz kapasitesini gosteren temsili akim sitometri
histogramlari. Distik fagositoz (DF) ve yliksek fagositoz (YF) kapasitesine
sahip B) THP-1 ve C) U937 hiicrelerindeki ylizde degisimlerini gosteren
bar grafikleri. MB-231, MDA-MB-231; Spt, slipernatan; n=3)
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4.2.6. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar ile Muamele
Edilen Miyeloid Hiicrelerde STAT3 Yolak Aktivasyonunun

Arastirilmasi

STAT3 transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu sonucu timor mikrogevresinde
bulunan makrofajlar timoér gelisimini destekleyen immiin baskilayici karakter
kazanirlar (6). Calismamizda, liminal (MCF-7, BT-474, T47D, ZR75-1), HER2-pozitif
(SKBR-3) ve bazal-benzeri (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HCC38) meme kanseri
hiicre hatti sipernatanlari ile inkiibe edilen THP-1 ve U937 hiicrelerinde total STAT3
ve p-STAT3 (Tyr705) proteinlerinin dlzeyi arastirildi. THP-1 hicrelerindeki
total STAT3 dizeyleri U937 hiicrelerinden yulksek idi (Sekil 4.8 A, B). Alt-tipine
bakilmaksizin meme kanseri hicrelerinden salgilanan faktorlerin  miyeloid
hicrelerde total STAT3 protein ifadesine etki etmedigi belirlendi (Sekil 4.8). Liminal
ve HER2-pozitif meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktérlerin, BT-474 harig,
THP-1 hiicrelerinde STAT3 fosforilasyonunu anlamli olarak azalttigi gorildi. U937
hicrelerinde ise hem Iliminal hem de HER2-pozitif meme kanseri hiicre
sipernatanlarinin STAT3 fosforilasyonunu anlamli diizeyde degistirmedigi belirlendi.
Bazal-benzeri meme kanseri stipernatanlari varliginda hem THP-1 hem de U937
hiicrelerinde, kontrole gore, p-STAT3 dlzeylerinin arttigi  gozlemlendi
(p-STAT3/B-aktin, THP-1, RPMI kontrol 0.27+0.08, MDA-MB-468 spt. 0.95+0.2,
MDA-MB-231 spt. 0.52+0.1, HCC38 spt. 2.254+0.2; U937, RPMI kontrol 0.1+0.04,
MDA-MB-468 spt. 0.4+0.09, MDA-MB-231 spt. 0.36+0.06, HCC38 spt. 1+0.1)
(Sekil 4.8 A). Bu artisin THP-1 hicrelerinde, U937 hiicrelerine kiyasla, daha fazla
oldugu saptandi. Ek olarak, bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti
sipernatanlarinin  [iminal ve HER2-pozitif meme kanseri hiicre hatti
sipernatanlarina goére miyeloid hicrelerde STAT3 aktivasyonunu anlaml olarak
artirdigi goruldi. STAT3 aktivasyonuna en belirgin sekilde etki eden faktorlerin

HCC38 hiicrelerinden uretildigi yoninde gozlemler yapildi.
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Sekil 4.8. Meme kanseri hicre hatti stipernatanlari ile 5x10° hicre/mL olacak
sekilde 48 saat boyunca kiiltlirii yapilan miyeloid hiicrelerde total STAT3
ve p-STAT3 protein diizeylerinin Western-Blot ile analizi. A) THP-1 ve
B) U937 hiicrelerindeki total STAT3 ve p-STAT3 protein analizine ait
temsili Western Blot goriintiisii ve goreceli bant yogunlugu. Total STAT3
ve p-STAT3 proteinlerinin bant yogunluklari -aktin bant yogunluguna
gore normalize edildi. (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
Kont., kontrol; kD, kilodalton; Spt, slipernatan; * p<0.05, ** p<0.01;
n=3)
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Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlarinin (MDA-MB-468, MDA-MB-231
ve HCC38) slipernatanlari ile 1.5, 6 ve 24 saat boyunca inkiibe edilen THP-1 ve U937
hicrelerinde STAT3 mRNA diizeyleri analiz edildi. MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre
hatti siipernatanlari ile 1.5 saat boyunca kiltiiri yapilan THP-1 hiicrelerinde STAT3
gen ifadesinin anlamli olarak arttigi belirlendi. HCC38 hiicre hatti slipernatanlarinin
bu etkiyi 24. saatte de gosterdigi saptandi. Ancak bu artislarin ¢ok disik
seviyelerde kaldigi gorildi (Sekil 4.9 A). MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 hiicre hatti
sipernatanlari ile 24 saat boyunca kiltiri yapilan U937 hiicrelerinde STAT3 gen
ifadesinin anlamli olarak azaldigi belirlendi. HCC38 hiicre slipernatanlari ile uyarilan
U937 hiicrelerinde ise 6. saatte bir artis gorilse de bu artisin istatistiksel olarak

anlamli olmadigi saptandi (Sekil 4.9 B).
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Sekil 4.9. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti stipernatanlari ile 5x10° hicre/mL
olacak sekilde 1.5, 6 ve 24 saat (sa.) boyunca inkiibe edilen A) THP-1 ve
B) U937 hiicrelerinde STAT3 gen ifadesinin gergcek-zamanli RT-PZR ile
degerlendirilmesi. Analizlerden elde edilen 2724 degerleri RPMI kiiltiir
ortamindaki kontrol hiicrelerin (THP-1 ve U937) verilerine gore normalize
edildi. 2724t =1 degerinden gecen kesikli cizgi kontrol hiicreleri ile esit
dizeyde gen ifadesine isaret etmektedir. (MB-468, MDA-MB-468;
MB-231, MDA-MB-231; Spt, siipernatan; * p<0.05; n=3)
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4.2.7. Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen
Siipernatanlar ile Muamele Edilen Miyeloid Hiicrelerde integrin

Ailesi Adezyon Molekiillerine Ait Gen ifadesinin Analizi

integrin ailesi adezyon molekiilleri basta hiicre-disi matriks bilesenleri olmak
Uzere birgok molekiil ile etkilesir. Bu adezyon molekdilleri ayni zamanda farklilagsma
belirteci olarak da kullanilabilmektedir (177). Bu ¢alismada meme kanseri hiicreleri
tarafindan Uretilen fibronektinin miyeloid hiicre karakterine etkisi arastirildigindan,
meme kanseri hiicre slipernatanlari varliginda fibronektin reseptor kompleksleri
olarak gorev alan integrinlerin (a4, a5, aM, aX, B1, B3 ve f7) (100, 131) miyeloid
hiicrelerdeki mRNA dtizeyleri incelendi.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre (MDA-MB-231 ve HCC38) slipernatanlari
ile kaltird yapilan THP-1 ve U937 hiicrelerinde a4 gen ifadesinde belirgin bir
degisim gozlenmedi. Hem MDA-MB-231 hem de HCC38 hiicre hatti
sipernatanlarinin U937 hiicrelerinde aM (CD11b) mRNA diizeyini istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde artirdigi goruliirken MDA-MB-231 hiicre slipernatanlarinin THP-1
hicrelerinde bu integrinin gen ifadesini azalttig1 saptandi (Sekil 4.10). Bu iki
miyeloid hiicre i¢cin de oM (CD11lb) gen ifadesindeki degisimlerin protein
diizeyini yansitmadigl gozlendi (Sekil 4.3). Bazal-benzeri meme kanseri hiicre
supernatanlarinin THP-1 hicrelerinde a5 gen ifadesini anlamli olarak artirdig
gorilirken U937 hiicrelerinde degismedigi belirlendi. integrin aX (CD11c) gen
ifadesinin bazal-benzeri hiicre siipernatanlari etkisiyle U937 hiicrelerinde belirgin
sekilde arttig1 tespit edildi. THP-1 hiicrelerinde HCC38 silipernatani varhginda bu
integrinin dlzeyi anlamli olarak artsa da minimal dlizeyde kaldigi gorildi
(Sekil 4.10). Hem U937 hem de THP-1 hicrelerinde aX (CD11lc) dizeyindeki
artislarin protein dizeyi ile tutarli oldugu belirlendi (Bkz. Bolim 4.2.1, Sekil 4.3).
Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin U937 hiicrelerinde
B7 integrinlerin mRNA dizeyini belirgin sekilde arttigi tespit edildi. THP-1
hiicrelerinde ise HCC38 hiicre sipernatanlarinin bu integrin diizeyini minimal olarak
artirdigi gorildi. integrin B1 mRNA diizeylerinin bazal-benzeri hiicre siipernatanlari

etkisiyle U937 hiicrelerinde belirgin sekilde arttigi ancak THP-1 hiicrelerinde azaldigi
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saptandi. integrin B3 diizeylerinin sadece HCC38 hiicre siipernatani varliginda THP-1

hicrelerinde anlamli olarak arttigi, diger kosullarda ise degismedigi belirlendi

(Sekil 4.10).

Bu sonuglar, bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti stipernatanlarinin U937

hicrelerinde fibronektin ile etkilesebilen aM, oX, Bl ve B7 integrinlerin gen

ifadesini THP-1 hicrelerine kiyasla daha fazla destekleme egiliminde oldugunu

gosterdi. THP-1 hiicrelerinde ise bu slpernatanlar o5 ve B3 integrinlerin gen

ifadesini U937 hiicrelerine kiyasla artirirken oM ve 1 integrinlerin gen ifadesinde

azalmaya yol agti.
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Bazal-benzeri meme kanseri hilicre hatti slipernatanlar ile
5x10° hicre/mL olacak sekilde 48 saat (sa.) boyunca kiltari yapilan
THP-1 ve U937 hicrelerindeki fibronektin reseptorlerinin  mRNA
dizeylerinde meydana gelen degisimler. Analizler gergek-zamanli
RT-PZR ydntemi ile gerceklestirildi ve elde edilen 2722t degerleri RPMI
kiiltir ortaminda tutulan kontrol hiicrelerinin (THP-1 ve U937)
verilerine gére normalize edildi. 2722¢t =1 degerinden gecen kesikli cizgi
kontrol hiicreleri ile esit dizeyde gen ifadesine isaret etmektedir.
(MB-231, MDA-MB-231; Spt, slipernatan; p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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4.3. Bazal-benzeri ve Liiminal Meme Kanseri Hiicrelerinden Salgilanan
Faktorlerin Miyeloid Hiicreler Uzerindeki Etkisinin Periferik Kan

Monositleri ile Dogrulanmasi

Calismamizin ilk asamasinda meme kanseri hilicre hatlarinin miyeloid
hicrelerin fenotipik ve fonksiyonel olgunlagsmasi Uzerine etkilerinin aragtirmasi
amaglandi. Bu amag dogrultusunda gerceklestirdigimiz analizlerde miyeloid hiicre
hatlarinin model olarak uygunlugu sinandi. Ozellikle bazal-benzeri meme kanseri
hiicre hatti siipernatanlarinin miyeloid hicre hatlarinda monositik hiicre karakterini
destekleyebileceginin gorilmesi lzerine bu etkiyi dogrulamak icin saghkl
bireylerden izole edilen periferik kan monositleri ile fenotipik ve fonksiyonel

analizler gergeklestirildi.

4.3.1. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Sipernatanlarin

Monositlerde Olusturdugu immiinfenotipik Degisimler

Meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin saglikh bireylerden izole
edilen periferik kan monositlerinde neden oldugu fenotipik degisimleri
gozlemlemek igin liminal (MCF-7, BT474) ve bazal-benzeri (MDA-MB-468,
MDA-MB-231, HCC38) meme kanseri hiicre hatlarindan elde edilen stipernatanlar
ile 48 saat boyunca inkiibasyonlar yapildi. CD11b, CD11c, CD14, CD40, TLR4 ve MD2
yuzey molekilleri immiinfenotipleme ile incelendi.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatti slpernatanlari ile kiltirt yapilan
monositlerde CD11b dizeyinin kontrole gore azaldigl gozlense de bu azalmalarin
istatistiksel olarak anlamli dizeyde olmadig belirlendi. Ancak, bazal-benzeri
MDA-MB-231 hiicre hatti  slpernatanlari, |Uminal BT-474 hicre hatti
siipernatanlarina gére monositlerde CD11b dizeylerini anlamli olarak azaltti. Diger
meme kanseri hilicre hatlarindan elde edilen sipernatanlar ise monositlerde
CD11b dizeylerinde belirgin bir degisime neden olmadi. (Sekil 4.11 A, B). Ozellikle
bazal-benzeri MDA-MB-231 ve HCC38 silipernatanlarinin monositlerde CD11c
ifadesini azalttig tespit edildi. Bu azalmalarin kontrole ve liminal BT-474 hiicre hatti

sipernatani ile yapilan kiltirlere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu
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saptandi (CD11c OFY, RPMI kontrol 57.9+7.3, MCF-7 spt. 48.1+10.2, BT-474 spt.
58.816.5, MDA-MB-231 spt. 32.74+1.2, HCC38 spt. 43.3+1.5) (Sekil 4.11 A, B). CD14
diizeyinin bazal-benzeri meme kanseri hicre hatlarn MDA-MB-231 ve HCC38
sipernatanlarinin etkisiyle, kontrole ve Iliminal meme kanseri hicre hatti
sipernatanlarina kiyasla, belirgin sekilde arttigi gozlemlendi (CD14 OFY,
RPMI kontrol, 7115, MCF-7 spt. 77.7+14.2, BT-474 spt. 83.44+4.8, MDA-MB-231 spt.
200+10.8, HCC38 spt. 139.4+30). Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti
sipernatanlari ile kiltlri yapilan monositlerde CD40 dizeyi kontrole gore azalma
egilimi gosterse de bu azalmalarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi.
Liminal meme kanseri hilicre hatti MCF-7 sipernatanlarinin, kontrole ve
bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti slipernatanlarina kiyasla, monositlerde
CD40 dizeylerini anlamli bir sekilde azalttigi BT-474 sipernatanlarinin ise artirdigi
saptandi (CD40 OFY, RPMI kontrol 2.7+0.25, MCF-7 spt. 1.1+0.2, BT-474 spt. 410.2,
MDA-MB-468 spt. 2.25+0.15, MDA-MB-231 spt. 1.95+0.15, HCC38 spt. 1.8+0.4)
(Sekil 4.11 A, B). Tum kosullarda TLR4 dizeylerinin azalma yoniinde oldugu
belirlendi. MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre slipernatanlar ile yapilan kiltirlerde
bu azalma anlamlihk dizeyine wulasti (TLR4 OFY, RPMI kontrol 9.45+1.3,
MDA-MB-231 spt. 6.7+0.06; HCC38 spt. 6.25+0.3). Diger yandan meme kanseri
hicre hatti slpernatanlarinin  monositlerdeki MD2 ifadesini etkilemedigi

gozlemlendi (Sekil 4.11 A, C).
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Sekil 4.11. Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicre hatti sipernatanlari ile
5x10° hicre/mL olacak sekilde 48 saat boyunca kilturi
yapilan monositlerde hiicre ylizey belirteclerinin akim sitometri ile
analizi. A) Monositler ile elde edilen sonuglari gosteren temsili
akim sitometri histogramlari. Bos histogramlar izotipik kontrolleri,
dolu histogramlar ise 0zglil antikorlar ile yapilan isaretlemeleri
gostermektedir. B) Monositlerde izotipik kontrol boyamalari ile elde
edilen ortanca floresan yogunlugu (OFY) verisine gére normalize edilmis
OFY degerleri. (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
* p<0.05, ** p<0.01; n=3)

4.3.2. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar ile Muamele

Monositlerin CD4* T Hiicrelere Kostimiilasyon Saglama Kapasiteleri

MCF-7, BT-474, MDA-MB-231 ve HCC38 hiicrelerinden elde edilen
sipernatanlar icerisinde 48 saat boyunca tutulan monositlerin CD4* T hiicre
proliferasyonu Uzerine etkisi arastirildi. Monositler ile CD4* T hiicrelerin 0.0625:1,
0.125:1, 0.25:1, 0.5:1 ve 1:1 oranlarinda ko-kiltird yapildi. Kontrol olarak RPMI
kiltir ortaminda gercgeklestirilen ko-kiltirlerde CD4* T hiicrelerin proliferasyon
kapasitesi ylksekti. Bazal-benzeri MDA-MB-231 hiicre hatti slpernatani
ile muamele edilen monositlerin, kontrol ile kiyaslandiginda, CD4* T hiicre
proliferasyonunu uyarma kapasitesinde belirgin bir degisime neden olmadigi
gozlemlendi. Ayni ozellikteki HCC38 hiicre hatti sipernatani varliginda tutulan
monositlerin, kontrole ve MDA-MB-231 hiicre slpernatani ile muamele edilen
monositlere kiyasla, CD4* T hiicre proliferasyonunu uyarma kapasitesini anlaml

diizeyde azalttigl, ancak bu azalmanin liminal meme kanseri hiicre hatti (MCF-7 ve
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BT474) supernatanlari ile muamele edilen monositlerin etki diizeyine ulasamadigi
gorildi. Liminal meme kanseri hiicre hatti stpernatanlarinin ise monositlerin
CD4* T hicre proliferasyonunu uyarma etkisini, kontrole ve bazal-benzeri meme
kanseri hiicre stipernatanlari varliginda tutulan monositlere gore, azalttig belirlendi.
Bu etki en belirgin sekilde 0.125:1 (monosit : T hiicre) oraninda goézlemlenirken
BT-474 hiicre supernatanlari ile muamele edilen monositlerin CD4* T hiicrelerin
proliferasyonunu uyarma kapasitesinin en az oldugu goérildi. MCF-7 hiicre
sipernatanlari icinde tutulan monositlerin CD4* T hiicre proliferasyonunu uyarma
kapasitesinin 0.25:1 oranindan itibaren HCC38 hiicre slipernatanlari ile muamele
edilen monositlerin uyarma kapasitesine ulastigi gézlemlendi (Sekil 4.12 A, B).
Meme kanseri hiicre slipernatanlari ile muamele edilen monositlerin CD4* T
hicre proliferasyonu Uzerindeki uyarici etkisi ikiden fazla duplike olan hicre
oranlarinda da incelendiginde, bu hiicrelerde de liminal meme kanseri hiicre
sipernatanlari ile muamele edilen monositlerin, kontrole ve bazal-benzeri meme
kanseri hicre supernatanlari ile muamele edilen monositlere gére, CD4* T
hiicrelerin proliferasyonunu uyarma kapasitesini diistrdiigii gbzlemlendi. Bu fark en

belirgin sekilde 0.125:1 oraninda yapilan ko-kilturlerde tespit edildi (Sekil 4.12 A, C).
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Sekil 4.12. Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hilicre hatti slipernatanlari ile
muamele edilen monositlerin 96 saat sonunda CD4* T hiicre
proliferasyonunu uyarma kapasitesinin akim sitometri ile analizi.
A) Monositler ile farkli oranlarda ko-kiiltird yapilan anti-CD3 antikoru
ile uyarilmis CFSE isaretli CD4* T hicrelerin proliferasyonundan elde
edilen sonuclari gosteren temsili akim sitometri histogramlari. B) Total
proliferasyon ve C) ikiden fazla olan duplikasyon degerlerine ait ylzde
grafikleri. (MB-231, MDA-MB-231; Spt, sUpernatan; * p<0.05,
** p<0.01; n=3)
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4.3.3. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar ile

Muamele Edilen Monositlerin Kemotaksis Yeteneginin Analizi

Meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin monositlerin migrasyon
kapasitesi Uzerine etkisini gozlemlemek igin liminal ve bazal-benzeri meme kanseri
hlcre slUpernatanlari varliginda 48 saat inkiibe edilen monositlerde kemotaksis
analizi gercgeklestirildi. Kemotaksis haznesinden gecen hiicreler analiz edildiginde,
tim meme kanseri hiicre sipernatanlarinin monositlerin kemotaksis kapasitesini
artirdigr gozlendi. MDA-MB-468 hiicre hatti slipernatani ile kadltird yapilan
monositler disinda, diger meme kanseri hilicre hatti stipernatanlari ile inkibe edilen
monositlerin kemotaksis kapasitesindeki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptandi (Gogcen hiicre sayisi (x1000), RPMI kontrol 7.75+2.25, MCF-7 spt.
15.7540.75, BT-474 spt. 22.5£5, MDA-MB-231 spt. 21.25+4, HCC38 spt. 15+1.2)
(Sekil 4.13 A, B). Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicrelerinden salgilanan
faktorlerin monositlerin kemotaksis haznesinden gecisine etkisi arasinda belirgin bir
fark gordlmedi.

Matuir hicreler olan monositler aderan yizeylerde makrofajlara farklilasma
egilimindedir. Dolayisiyla kemotaksis haznesindeki membrana glicli bir sekilde
tutunabilirler. THP-1 hiicreleri ise immatir 6zelliklerinden dolayr membrana daha
zayIf tutunma egilimi gosterir (178). Bu nedenle monositler ile yapilan kemotaksis
analizlerinde membrana tutunan hicrelerde analize dahil edildi. Bazal-benzeri
MDA-MB-231 ve HCC38 ve liiminal BT-474 hiicre siipernatanlarinin, kontrole gére,
monositlerin membrana kemotaksis kapasitesini anlamli olarak artirdigi belirlendi.
Ayrica, bazal-benzeri MDA-MB-468 hiicre slUpernatanlarinin, BT-474 hiicre
sipernatanlarina gore, monositlerin membrana kemotaksisini belirgin diizeyde
azalttigl saptandi. Monositlerin membrana kemotaksisi agisindan, BT-474 hiicre
sipernatani ile diger bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlari arasinda
anlamli bir fark goriilmedi (Gogcen hiicre sayisi, RPMI kontrol 4546, MCF-7 spt.
54.5+10, BT-474 spt. 100.5£15, MDA-MB-468 spt. 32.75+1.75, MDA-MB-231 spt.
76.5+12, HCC38 spt. 72.25+10) (Sekil 4.13 C, D). Monositlerin kemotaksis

kapasitesinde, kontrole kiyasla, MCF-7 hiicre siipernatanlari ile yapilan kiltirlerde
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artis, MDA-MB-468 hiicre hatti stipernatanlari ile yapilan kiltlirlerde ise azalma
gorlilmesine ragmen bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi.
MCF-7 hiicre siipernatanlari ve bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlarinin
monositlerin membrana kemotaksis kapasitesine etkisi arasinda belirgin bir fark

gorialmedi (Sekil 4.13)
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Sekil 4.13. Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hlicre hatti stipernatanlarinin
monositlerin  kemotaksis  kapasitesine  etkisii A) Kemotaksis
haznesinden plaktaki kuyulara goé¢ eden hicrelerin kristal viyole ile
boyandiktan sonraki mikroskop gorintileri ve B) gdcen hiicre sayisini
gosteren bar grafigi. C) Kemotaksis haznesindeki membrana gb¢ eden
hiicrelerin Giemsa ile boyandiktan sonraki mikroskop goriintileri
ve D) gobcen hicre sayisindaki degisimi gosteren bar grafigi.
(MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231; Spt, slUpernatan;
* p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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4.3.4. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar ile Muamele
Edilen Monositlerde Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Uretim

Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Meme kanseri hiicre hatti sipernatanlari ile 48 saat boyunca kiltiri yapilan
monositlerde ROT lretim dizeyleri analiz edildi. Liminal meme kanseri hicre hatti
sipernatanlari ile kiltiri yapilan monositlerde, kontrole ve bazal-benzeri meme
kanseri hiicre hatti stipernatanlari ile muamele edilen monositlere kiyasla, ROT
Uretimi azalma egiliminde olsa da bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml diizeye
ulasmadigi belirlendi. (H.DCFDA OFY, RPMI kontrol, 11.98+2.5; MCF-7 spt.
10.68+1.25, BT-474 spt. 9.8+1, MDA-MB-231 spt. 12.46+0.8, HCC38 spt. 12.98+0.8).
Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti sipernatanlari ile kaltlrd yapilan
monositlerde ise, kontrole gore, ROT Ulretiminde bir belirgin bir degisim gézlenmedi

(Sekil 4.14).
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Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicre hatti slipernatanlarinin
monositlerde ROT Uretimine etkisi. A) Stipernatanlarla 5x10° hiicre/mL
olacak sekilde 48 saat boyunca uyarilan monositlerde ROT Uretimini
gosteren H,DCFDA ajani ile yapilan akim sitometri analiz histogramlari.
B) Monositlerde ROT Uretimine bagh olarak ortanca floresan yogunlugu
(OFY) degerlerini gosteren bar grafigi. (MB-231, MDA-MB-231;
Spt, slipernatan; n=3)

4.3.5. Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar ile Muamele

Edilen Monositlerin Fagositoz Yeteneginin Degerlendirilmesi

Ldminal ve bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti slipernatanlari ile 48 saat

boyunca inkiibe edilen monositlerin fagositoz kapasitesi incelendi. Diuslik diizeyde

fagositoz yapan monositlerin ylizdesinin meme kanseri slpernatanlari ile
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degismedigi, ylksek diizeyde fagositoz yapan monositlerin ylzdesindeki artiglarin
ise istatistiksel olarak anlamli olmadigiI saptandi. Bazal-benzeri ve liminal meme
kanseri hiicrelerden salgilanan faktorlerin monositlerde fagositoz kapasitesi

acisindan belirgin bir fark yaratmadigi goraldiu (Sekil 4.15)
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Sekil 4.15. Bazal-benzeri ve liminal meme kanseri hiicre hatti siipernatanlarinin
monositlerin  fagositoz kapasitesine etkisi. A) Slpernatanlarla
5x10° hiicre/mL olacak sekilde 48 saat boyunca inkiibe edilen
monositlerin floresan-isaretli lateks boncuklarla isaretlenme baglanma
ve fagositoz kapasitesini gdsteren temsili akim sitometri histogramlari.
B) Dusuk fagositoz (DF) ve C) yiksek fagositoz (YF) kapasitesine
sahip monositlerdeki ylzde degisimlerini gosteren bar grafikleri.
(MB-231, MDA-MB-231; Spt, siipernatan; n=3)
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4.4. Meme Kanseri Hiicrelerinde Fibronektin Uretiminin Arastiriimasi

Tumor dokusunu olusturan hiicre-disi matriks bilesenleri, stromal ve
endotelyal hicrelerin yani sira epitelyal kdkenli kanser hicreleri tarafindan da
Uretilebilir (129, 130). Bu bilesenler, o6zellikle fibronektin, miyeloid hicrelerin
dokuya yerlesimine ve farklilasmasina katkida bulunur (5). Timor dokusundaki
miyeloid hiicreler pro-inflamatuvar sitokinler treterek inflamatuvar mikrogevrenin
olusumuna ve timor gelisimine katki saglar (7). Calismamizda, meme kanseri
hicreleri tarafindan Uretilen fibronektinin miyeloid hiicre karakteri lzerine etkisini
arastirmayl amacladik. Bu amag¢ dogrultusunda, meme kanseri hicrelerinde total
fibronektin ve TLR4 aracili olarak pro-inflamatuvar yolaklari uyarabilme o6zelligine
sahip FN-EDA izoformunun uretimi incelendi. Ayrica, inflamatuvar mikrogevrenin
olusumunda rol oynayan pro-inflamatuvar sitokinlerin, meme kanseri hiicrelerinde

Uretilen total fibronektin ve FN-EDA izoformu diizeylerine etkisi degerlendirildi.

4.4.1. Bazal-benzeri, Liiminal ve HER2-pozitif Meme Kanseri Hiicrelerinde

Fibronektin Diizeyinin Belirlenmesi

Meme kanseri hicrelerinde fibronektin tGretemini belirlemek igin [iminal
(MCF-7, BT-474 ve ZR75-1), HER2-pozitif (SKBR-3) ve bazal-benzeri (MDA-MB-468,
MDA-MB-231 ve HCC38) alt-tiplerine ait hiicre hatlarinda fibronektin mRNA ve
protein diizeyleri arastirildi. Liiminal meme kanseri hiicre hatlarinda, MCF-7 disinda,
fibronektin gen ifadesinin dlslik dlzeyde kaldigi gorildi. HER2-pozitif ve
bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinde ise fibronektin mRNA diizeylerinin ylksek
oldugu belirlendi (Sekil 4.16 A). Meme kanseri hiicrelerinde fibronektin protein
dizeyleri incelendiginde, bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlarindan
MDA-MB-231 ve HCC38'in fibronektini yliksek diizeyde ifade ettigi gozlemlendi.
MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde fibronektin mRNA dizeyi yliksek
olmasina ragmen bunun protein ifadesine yansimadigi goruldu.

Ekstra domain A (EDA) iceren fibronektin (FN-EDA) izoformlarinin total
fibronektin proteinine gore daha disiik diizeyde ifade edildigi gozlemlendi. FN-EDA

izoformlarinin meme kanseri hiicrelerinde total fibronektin diizeyine benzer sekilde
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MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre hatlarinda, diger alt-tiplere gore, daha yliksek oldugu
belirlendi (Sekil 4.16 B). Meme kanseri hiicre lizatlarindan yapilan ELISA analizinde
de total fibronektin protein diizeylerinin, bazal-benzeri meme kanseri hiicre
hatlarindan 6zellikle MDA-MB-231 ve HCC38 hiicrelerinde, liminal ve HER2-pozitif
meme kanseri hiicre hatlarina gore yiksek oldugu tespit edildi (FN (ng/100 ug),
MCF-7 7.5+2, BT-474 1.5%+0.7, SKBR-3 15.5+0.7, MDA-MB-468 5+0.5, MDA-MB-231
47116, HCC38 154+44) (Sekil 4.16 C). MDA-MB-468 hiicre lizatlarinda bulunan FN

miktarinin ise SKBR-3 hiicre lizatlarina gére daha az diizeyde oldugu gorilda.

D N 9
A @ S e > &
O
2\ é 13’ 9‘{“ “9 \‘9 é* C
e aaaes TE
p-aktin gl 139b;
(=]
A P ’\ o 3
FN , o sl 2c0k0a £

rr-£0A R - S R

B-aktin WP @=e qup ews GHD = == 15 D,

Sekil 4.16. Bazal-benzeri, liminal ve HER2-pozitif meme kanseri hiicre hatlarinda
fibronektin (FN) gen ve protein ifadesinin analizi. Farkli meme kanseri
alt-tiplerini temsil eden hiicre hatlarinda A) FN gen ifadesinin RT-PZR
jel gorintist ve B) FN ve FN-EDA izoformunun protein ifadesini
gosteren Western Blot gorlntlsi. C) Meme kanseri hiicre hatt
lizatlarinda 100 pg total proteinde bulunan FN miktarini gosteren
ELISA analizi (n=3). (FN-EDA, Ekstra domain A iceren FN izoformu;
MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231; NK, Negatif kontrol;
bg, baz cifti; * p<0.05, ** p<0.01)
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4.4.2. Pro-inflamatuvar Sitokin Uyariminin Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda

Fibronektin Uretimine Etkisi

inflamasyona aracilik eden en dnemli faktérler arasinda yer alan iL-1p, iL-6,
TNF-a. ve IFN-y sitokinlerinin meme kanseri hiicrelerinde fibronektin iiretimine etkisi
arastirildi. Bu pro-inflamatuvar sitokinler varliginda (48 saat), iL-1B, IL-6 ve TNF-a.
icin 40U (2xEDso) IFN-y icin ise 400U (2xEDso) konsantrasyonda, ozellikle
MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre hatlarinda fibronektin mRNA dizeylerinin belirgin
sekilde arttig tespit edildi (Sekil 4.17 A). iL-1B ile uyarilan SKBR-3 hiicrelerinde de
FN gen ifadesinin anlaml dlzeyde arttigi gozlense de MDA-MB-231 ve HCC38
hiicrelerinin seviyesine ulasmadigi goriildi. iL-6 ile uyarilan BT-474 hiicrelerinde ve
TNF-a ile uyarilan MCF-7 hiicrelerinde FN mRNA dizeylerinin anlamli olarak azaldigi
belirlendi.

Hiicre-igi fibronektin diizeylerinde inflamatuvar faktérlerin etkisi iL-1B, iL-6
ve TNF-a. i¢in 20U (EDso) ve 40U (2xEDso), IFN-y icin ise 200U (EDso) ve 400U (2XEDso)
olmak Uzere iki farkli konsantrasyonda 48 saat uyarim sonrasinda degerlendirildi.
Pro-inflamatuvar sitokinler varliginda MDA-MB-231 ve HCC38 hiicrelerinde goriilen
fibronektin mRNA artisinin hiicre-ici protein diizeyine yansimadigi gézlendi. iL-1B
varliginda her iki konsantrasyonda da MCF-7 hiicrelerindeki hicre-igi fibronektin

diizeyindeki artis dikkat cekmektedir (Sekil 4.17 B, C).
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Sekil 4.17. Pro-inflamatuvar sitokinler ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 48 saat
boyunca uyarilan bazal-benzeri, liiminal ve HER2-pozitif meme kanseri
hiicre hatlarinda FN gen ifadesinin ve hiicre-i¢i protein diizeylerinin
analizi. A) Hicre hatlarindaki FN gen ifadesinde pro-inflamatuvar
sitokinler ile 2xEDsp konsantrasyonda uyarim sonucu meydana gelen
degisimler gergek-zamanli RT-PZR ile analiz edildi. Analizlerde elde
edilen 2722¢t degerleri kontrol hiicrelerin (MCF-7, BT-474, SKBR-3,
MB-468, MB-231 ve HCC38) verilerine gére normalize edildi. 2724t =1
degerinden gecen kesikli cizgi kontrol hiicreleri ile esit diizeyde gen
ifadesine isaret etmektedir. Pro-inflamatuvar sitokinler ile iki farkl
konsantrasyonda (EDso ve 2xEDso) uyarilan meme kanseri hiicre
hatlarina ait hicre-igi FN diizeylerindeki degisimi gosteren B) temsili
akim sitometri histogramlari ve C) ylzde degisim grafikleri. Bos
histogramlar izotipik kontrolleri, dolu histogramlar ise 6zgil anti-FN
antikoru ile vyapilan isaretlemeleri gostermektedir. (EDso, (retici
firma tarafindan bildirilen maksimum etkinin %50’sini olusturan
konsantrasyon; MB-468, @ MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
* p<0.05, ** p<0.01; n=>3)

Pro-inflamatuvar sitokinler ile 2xEDso konsantrasyonda 48 saat boyunca
uyarilan meme kanseri hiicre hatlarinda salgilanan protein diizeyi incelendiginde,
bazal-benzeri MDA-MB-231 ve HCC38 hiicrelerinin serbestledigi total
fibronektin  dlizeylerinin, diger hicre gruplarina gore, belirgin sekilde
yiiksek oldugu goérildi  (Sekil 4.18). iL-1B’nin, BT-474 harig, tim meme
kanseri hicrelerinde fibronektin dizeyini istatistiksel olarak anlamli dizeyde

artirdigi belirlendi (FN (ng/mL), MCF-7, kontrol 267+25.4, iL-1B 567.5+41.7;
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SKBR-3, kontrol 66.5+3.5, iL-1B 225+67.9; MDA-MB-468, kontrol 75+22.6,
iL-18  173.5436; MDA-MB-231, kontrol 13744135, iL-1B 2757.5+218.5;
HCC38, kontrol 2935£80, iL-1B 3765+180) (Sekil 4.18). MCF-7 hiicrelerinde hiicre-igi
total fibronektin diizeylerindeki artisin salgilanan protein diizeyine de yansidigl
gorildi. SKBR-3 hiicrelerinde iL-6 ve TNF-o etkisiyle salgilanan total fibronektin
diizeylerindeki azalmalarin anlaml olmasina ragmen dusik seviyede kaldigi
gdzlemlendi. MDA-MB-231 ve HCC38 hiicrelerinde ise iL-6, TNF-o. ve
IFN-y sitokinleri salgilanan total fibronektin miktarini anlamli diizeyde azaltt.
Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlarinda fibronektin mRNA diizeylerini en
belirgin sekilde arttiran sitokin olan iFN-y’nin hem hiicre-ici hem de salgilanan

fibronektin miktarini azaltmasi dikkate cekicidir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. iL-1B, iL-6, TNF-o. ve IFN-y pro-inflamatuvar sitokinleri ile 2xEDso
konsantrasyonda 5x10° hicre/mL olacak sekilde 48 saat boyunca
uyarilan bazal-benzeri, liminal ve HER2-pozitif meme kanseri hiicre
hatlarindan toplanan slipernatanlardaki FN dizeyleri ELISA ile
degerlendirildi. (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
te, tespit edilemedi; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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IL-1B meme kanseri hiicrelerinde, dzellikle de bazal-benzeri MDA-MB-231 ve
HCC38 hiicrelerinde, total FN dizeyini en etkin sekilde artiran sitokin idi. Bu
sitokinin, etkisini FN-EDA iizerinde de gdsterdigini belirlemek icin ilk olarak iL-1B’nin
bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlarinda FN-EDA transkript varyantlari (V)
Uzerindeki etkisi test edildi. iL-1B (40U) ile 48 saat boyunca inkiibe edilen
bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlarinda FN-EDA V1, V3 ve V4 varyantlarinin
diizeyi incelendi. Her Ug¢ varyantin da MDA-MB-468 hiicrelerinde disiik dizeyde
ifade edildigi goruldi. MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre hatlarinda ise bu varyantlar
yiksek dizeyde tespit edildi. iL-1B uyarimi ile beraber MDA-MB-468 hiicrelerinde
FN-EDA transkript varyantlarinin ifadesinin arttigi gozlemlenirken diger bazal-
benzeri meme kanseri hiicre hatlarinda ise gozle goérilir bir fark saptanmadi
(Sekil 4.19 A).

iL-1B ile uyarilan bazal-benzeri meme kanser hiicre hatlarindan toplanan
sipernatanlarda Western Blot yontemiyle FN ve FN-EDA dizeyleri incelendi.
iL-1B’nin, bazal-benzeri meme kanseri hiicre siipernatanlarinda da total FN
dizeylerini artirdigi dogrulandi. MDA-MB-468 hiicrelerinde mRNA dizeyindeki
FN-EDA artisinin protein diizeyine yansimadigi gorildi. MDA-MB-231 ve HCC38
hiicrelerinde ise iL-1B uyarimi ile beraber FN-EDA protein izoformlarinin belirgin
sekilde arttigi gozlemlendi (FN-EDA/FN, MDA-MB-231, kontrol 0.1, iL-1f 0.13;
HCC38, kontrol 0.2, iL-1B 0.3) (Sekil 4.19 B, C).
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A
MB-468 MB-231 HCC38
iL-1B(40U) - + - + - + NK
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Sekil 4.19. iL-1PB ile 40U (2xEDso) konsantrasyonda 5x10° hiicre/mL olacak sekilde
48 saat boyunca uyarilan bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlarinda
A) FN-EDA transkript varyantlarinin (V1, V3 ve V4) RT-PZR jel goriintlsu
ve B) bu hiicrelerden salgilanan total FN ve FN-EDA izoformunun protein
ifadesini gosteren Western Blot goriintlisi. (MB-468, MDA-MB-468;
MB-231, MDA-MB-231; NK, negatif kontrol; V, varyant; bg, baz cifti;
Spt, slipernatan; te, tespit edilemedi; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)

4.5. Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinden Salgilanan Faktorlerin
Miyeloid Hiicrelerde iL-IB, TLR4, MD2 ve Elastaz-2 Molekiillerine
Etkisi

iL-18’nin - meme kanseri hiicrelerinde total fibronektin ve FN-EDA
izoformunun diizeylerini artirdigini gésterdik. inflamatuvar mikrogevre olusumda rol
oynayan baglica sitokinlerden olan iL-1B’nin temel kaynagi miyeloid hiicrelerdir

(179). Miyeloid hiicrelerde TLR4, MD2 ve CD14 bilesenlerinde olusan TLR4
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kompleksi iL-1B tGretiminden sorumlu olan yolaklarin aktivasyonunu saglar (79, 108).
Fibronektinin yapisindaki EDA kismi TLR4 kompleksini aktive edebilmektedir (9). Bir
serin proteaz olan elastaz-2 enzimi ise hiicresel fibronektine etki ederek EDA
parcalarinin olusumunda rol oynar (8). Bu bilgiler 1siginda, miyeloid hiicrelerde
STAT3 aktivitesinin artisina yol acan bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden
salgilanan faktérlerin iL-1B, TLR4 kompleksi bilesenleri ve elastaz-2’'nin gen ve

protein ifadesi izerine etkileri degerlendirildi.

4.5.1 Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen Siipernatanlar
ile Muamele Edilen Miyeloid Hiicrelerde IiL-18 Uretiminin

Degerlendirilmesi

Bazal-benzeri meme kanseri hlicre hatti (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve
HCC38) slpernatanlari ile 1.5, 6 ve 24 saat inkibe edilen THP-1 ve U937
hiicrelerinde iL-1B mRNA diizeyleri analiz edildi. THP-1 hiicrelerinde bazal-benzeri
meme kanseri hiicre slipernatanlari ile yapilan 1.5 ve 6 saatlik kilttirlerde, 6zellikle
MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre siipernatanlari ile, iL-13 mRNA diizeylerinin
istatistiksel olarak anlaml sekilde arttigi ancak uzun sireli inkiibasyonlarda (24 sa.)
bu etkinin ortadan kalktigi belirlendi. MDA-MB-468 hiicre sipernatanlari ile 1.5
saatlik kiiltirlerde anlamli artig goriilse de 24 saat sonunda iL-1B mRNA diizeylerini
azaldigr saptandi (Sekil 4.20 A). U937 hiicrelerinde, THP-1 hicrelerinin aksine,
bazal-benzeri meme kanseri hiicre siipernatanlar iL-18 gen ifadesinde belirgin
sekilde azalmaya neden oldu (Sekil 4.20 B).

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlari ile 24 saat inkiibe edilen
THP-1 hiicrelerinden slipernatanlar uzaklastirildi, tam besiyerinde slispanse hale
getirildi. Maksimum salim kapasitesini ortaya ¢cikarmak amaciyla hiicreler kisa siireli
(3 saat) PMA/iyonomisin ile uyarildi ve sonrasinda toplanan siipernatanlardaki iL-1P3
dizeyleri analiz edildi. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlarinin THP-1
hiicrelerinin iL-1B (retim kapasitesini ve salimini anlaml bir sekilde artirdigi tespit
edildi. Ancak, IL-1B diizeylerinin yine de diisiik diizeyde oldugu (1-4 pg/mL) gorildii
(Sekil 4.20 C).
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Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti sipernatanlarinin miyeloid
hiicrelerde IL-1B gen ifadesine ve salgilanan protein diizeyine etkisi.
Slpernatanlar ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 1.5, 6 ve 24 saat (sa.)
boyunca inkiibe edilen A) THP-1 ve B) U937 hiicrelerinde iL-1B gen
ifadesinde meydana gelen degisimler gercek-zamanli RT-PZR yontemi
ile analiz edildi. Analizlerde elde edilen 2724t degerleri RPMI kiiltir
ortaminda tutulan kontrol hiicrelerinin (THP-1 ve U937) verilerine gore
normalize edildi. 2722t =1 degerinden gecen kesikli cizgi kontrol
hiicreleri ile esit dilizeyde gen ifadesine isaret etmektedir.
C) Supernatanlar ile 5x10° hicre/mL olacak sekilde 24 sa. boyunca
inkibe edilen THP-1 hicrelerinin  PMA (50 ng/mL)/iyonomisin
(0.5 pg/mL) uyarimi sonrasi IL-1B salim kapasitesi ELISA yontemi
ile teyit edildi. (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
Spt, slipernatan; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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4.5.2. Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen
Siipernatanlar ile Muamele Edilen Miyeloid Hiicrelerde TLR4 ve MD2

Diizeylerinin Analizi

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari ile 1.5, 6 ve 24 saat
inkiibe edilen THP-1 ve U937 hiicrelerinde TLR4 mRNA diizeylerinde belirgin bir
degisim gozlenmedi. THP-1 hiicrelerinde MDA-MB-231 hiicre slipernatani ile yapilan
6 saatlik inkibasyonlar ve U937 hicrelerinde HCC38 hiicre siipernatani ile yapilan
inkGibasyonlarda TLR4 gen ifadesinde artis gozlemlenmesine ragmen bu artislar goz
ardi edilebilecek diizeyde kaldi (Sekil 4.21 A, B).

TLR4 kompleksi bilesenlerinden CD14’Gn THP-1 hiicrelerinde bazal-benzeri
meme kanseri hiicre hatti slipernatanlarinin etkisiyle istatistiksel olarak anlaml bir
sekilde arttigini gdstermistik (Bkz. Bolim 4.2.1, Sekil 4.3 A, B). Bazal-benzeri meme
kanseri hilicre hatti slipernatanlari ile 24 saat boyunca inkibe edilen
THP-1 hiicrelerinde TLR4 ve MD2 hicre ylizey reseptorlerinin dizeyi
incelendiginde THP-1 hicrelerinin buyidk kisminin TLR4 ifade ettigi gorildi
(TLR4 OFY, RPMI kontrol 10.65+1.32). Bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlarinin TLR4 ylizey molekiliniin ifadesinde belirgin bir degisime yol
acmadigi gozlendi (Sekil 4.21 C, D). MD2 reseptorinin ise THP-1'de diislik diizeyde
idi ve bazal-benzeri meme kanseri hicre slipernatanlarinin varliginda MD2

diizeylerinde anlamli bir farkhlik gdzlenmedi (Sekil 4.21 C, E).
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Sekil 4.21. Bazal-benzeri meme kanseri hilicre hatti stupernatanlarinin miyeloid
hiicrelerde TLR4 reseptor bilesenlerinin diizeyine etkisi. Slpernatanlar ile
5x10° hiicre/mL olacak sekilde 1.5, 6 ve 24 saat (sa.) boyunca inkiibe
edilen A) THP-1 ve B) U937 hicrelerinde TLR4 gen ifadesinde meydana
gelen degisimler gergek-zamanh RT-PZR ydntemi ile analiz edildi.
Analizlerde elde edilen 2724¢ degerleri RPMI kiiltiir ortaminda tutulan
kontrol hicrelerin (THP-1 ve U937) verilerine gbre normalize edildi.
278AC =1 degerinden gecen Kkesikli ¢izgi kontrol hiicreleri ile esit
diizeyde gen ifadesine isaret etmektedir. C) Slpernatanlar ile 24 sa.
boyunca inkibe edilen THP-1 hiicrelerinde TLR4 ve MD2 belirteglerinin
temsili akim sitometri histogramlari. Bos histogramlar izotipik kontrolleri,
dolu histogramlar ise 6zgiil anti-TLR4 veya anti-MD2 antikorlari ile yapilan
isaretlemeleri temsil etmektedir. THP-1 hiicrelerinde D) TLR4 ve
E) MD2 belirteglerinin izotipik kontrol boyamalari ile elde edilen ortanca
floresan yogunlugu (OFY) verisine gore normalize edilmis ortanca
floresan yogunluklari. (MB-468, MDA MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
Spt, sipernatan, * p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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4.5.3. Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinden Elde Edilen
Siipernatanlar ile Muamele Edilen Miyeloid Hiicrelerde Elaztaz-2

Uretiminin Degerlendirilmesi

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlari varliginda 1.5, 6 ve 24 saat
inkiibe edilen THP-1 ve U937 hicrelerinde elastaz-2 enziminin mRNA diizeyleri
degerlendirildi. THP-1 hiicrelerinde, MDA-MB-231 hiicre slpernatani ile 24 saat
inkiibe edilen kosul harig, elastaz-2 gen ifadesinde hafif bir azalma oldu
(Sekil 4.22 A). U937 hiicrelerinde ise MDA-MB-231 ve HCC38 siipernatanlarinin, kisa
sureli uyarimlarda (1.5 sa.) elastaz-2 gen ifadesini destekledigi HCC38'in bu etkiyi
uzun slre devam ettirdigi ancak MDA-MB-231’den salgilanan faktorlerin 24 saat
sonunda elastaz-2’yi bazal seviyeye geri dondurdugi goruldi (Sekil 4.22 B).

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlari ile 24 saat inkiibe edilen
THP-1 hicrelerinden slipernatanlar uzaklastirildi, tam besiyerinde slispanse hale
getirildi. Maksimum salim kapasitesini ortaya ¢ikarmak amaciyla hiicreler kisa siireli
(3 saat) PMA/iyonomisin ile uyarildi ve sonrasinda toplanan stipernatanlardaki
elastaz-2 dizeyleri analiz edildi. Kontrol olarak RPMI 1640 besiyeri ile inkiibe edilen
THP-1 hicrelerinde salgilanan elastaz-2 dizeyleri olduk¢a disik idi. THP-1
hiicrelerinde elastaz-2 dlzeylerinin MDA-MB-468 slipernatanlarinin etkisiyle
belirgin sekilde arttigi ancak MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre hatti siipernatanlari ile
anlamli olarak azaldigi belirlendi (Sekil 4.22 C).
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Sekil 4.22. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti sGpernatanlarinin miyeloid
hiicrelerde elastaz-2 gen ifadesine ve salgilanan protein dilizeyine
etkisi. Supernatanlar ile 5x10° hicre/mL olacak sekilde 1.5, 6 ve 24
saat (sa.) boyunca inkiibe edilen A) THP-1 ve B) U937 hiicrelerinde
elastaz-2 gen ifadesinde meydana gelen degisimler gercek-zamanli
RT-PZR yontemi ile analiz edildi. Analizlerde elde edilen 2724Ct degerleri
RPMI kiiltir ortaminda tutulan kontrol hicrelerinin (THP-1 ve U937)
verilerine gére normalize edildi. 2724t =1 degerinden gegen kesikli ¢izgi
kontrol hiicreleri ile esit dizeyde gen ifadesine isaret etmektedir.
C) Supernatanlar ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 24 sa. boyunca
inkiibe edilen THP-1 hiicrelerinin  PMA (50 ng/mL)/iyonomisin
(0,5 pg/mL) uyarimi sonrasi elastaz-2 salim kapasitesi ELISA yontemi
ile teyit edildi. (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
Spt, siipernatan; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)

4.6. Meme Kanseri Hiicrelerinden Uretilen FN-EDA Proteininin TLR4 Ligandi

Olarak Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Fibronektinin EDA kismi TLR4’e baglanarak bu reseptoriin aktivasyonunu
uyarabilmektedir (9). Elastaz-2 enziminin yaptig1 kesim EDA ve “tip-1ll 12” kisimlarini
birbirinden ayirir; bu sayede, EDA TLR4 reseptori ile etkilesimini artirabilir. TLR4
uyarimi, NF-kB transkripsiyon faktoriinlin aktivasyonuna neden olur (8). Bu tez
calismasi kapsaminda olusturulan hipotezlerden birisi de monositik miyeloid
hlcrelerden serbestlenen elastaz-2 enziminin bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri

tarafindan Uretilen FN-EDA proteinini keserek, yine miyeloid hiicreler lizerinde
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bulunan TLR4 reseptor kompleksi icin ligand haline dontstlrdtglidir. Bu dogrultuda
ilk etapta, bazal-benzeri meme kanseri hicre (MDA-MB-231 ve HCCC38)
sipernatanlari ile kuiltlirG yapilan THP-1, monosit ve pozitif kontrol olarak
polimorfoniikleer granilositlerde (PMN) elastaz-2 diizeyleri incelendi.

Bunun sonucunda THP-1 hiicrelerinde elastaz-2 Uretiminin c¢cok duslk
diizeylerde oldugu ve bazal-benzeri meme kanseri hiicre slpernatanlarinin
(MDA-MB-231 ve HCC38) bu hiicrelerde elastaz-2 lretimine etki etmedigi saptandi.
Diger taraftan, bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinden salinan faktorlerin
monositlerde elastaz-2 duzeylerini artirdigi goruldi (Monosit elastaz-2 (pg/mL),
RPMI kontrol 353+200; MDA-MB-231 spt. 1271.3+300; HCC38 spt. 1030+191).
THP-1, monosit ve PMN granilositler icinde elastaz-2 enzimini en fazla Ureten
hiicrelerin PMN graniilositler oldugu tespit edildi. Ozellikle MDA-MB-231 hiicre
sipernatanlari varliginda PMN grandlositlerde elastaz-2 uretiminin belirgin sekilde
arttig tespit edildi (PMN grantlosit elastaz-2 (pg/mL), RPMI kontrol 1161+25.6;
MDA-MB-231 spt. 3590+874 pg/ml) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. THP-1, monosit ve PMN granilositlerinden salgilanan elastaz-2 dizeyleri
ve bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlari ile 5x10° hiicre/mL
olacak sekilde 24 saat boyunca yapilan inkibasyonlarin elastaz-2
salimina etkisi ELISA ile degerlendirildi. (MB-231, MDA-MB-231;
Spt., slipernatan; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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TLR4 sinyalinin NF-xkB vyolagini uyarmasi prensibine dayanan bildirici
deneyleri (reporter assay) planlanmistir. Bu deneylerde, HEK-Blue™ hTLR4 ve
HEK-Blue™ Null2 hiicreleri kullanildi. HEK-Blue™ hTLR4 hiicrelerinde TLR4
kompleksi aktivitesi sonucu NF-kB araciligi ile SEAP reporter geni aktiflesirken
HEK-Blue™ Null2 hicreleri ise TLR4 kompleksi icermez ve TLR4 aktivitesinden
bagimsiz olarak NF-kB araciligl ile SEAP reporter genini aktive eder. Bu amagla,
yliksek diizeyde FN-EDA (reten bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinin
(MDA-MB-231 ve HCC38) stipernatanlari ile TLR4 reseptorini ylksek dizeyde ifade
eden HEK-Blue™ hTLR4 ve kontrol olarak HEK-Blue™ Null2 hicrelerinin
(Bkz. Gereg-yontem 3.11) kaltliri yapilarak bu slpernatanlarin TLR4 ve NF-«kB
aktivitesi Uzerine etkisi incelendi. Bu analiz sonucunda, FN-EDA proteinini yiksek
diizeyde ifade eden bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlarinin TLR4 ve
NF-kB yolaklarini uyarmadigi gorildi (Sekil 4.24 A, B). Ortamda elastaz-2 varhigini
saglamak amaciyla MDA-MB-231 ve HCC38 silpernatanlari igerisinde PMN
hiicrelerin kiltlrd yapildi. Bu kultirlerden toplanan sitpernatanlarin da TLR4
aracihgi ile NF-xB aktivitesini uyarmadigi belirlendi (Sekil 4.24 B).

Rekombinant FN-EDA* ve FN-EDA" proteinleri kontrol RPMI besiyerine
eklenerek ayri bir kosul olusturuldu. Bu proteinleri iceren besiyerleri ile dogrudan
veya bu besiyerlerinin PMN hicreleri ile kiltiri yapildiktan sonra elde edilen
sipernatanlar ile bildirici deneyleri yapildi. Rekombinant FN-EDA proteinlerinin hem
tek basina hem de PMN hiicreleri varliginda NF-kB aktivitesini uyarmadigi belirlendi
(Sekil 4.24 A, B). Bu sonuglar, EDA iceren fibronektinin veya elastaz-2 varhg ile
olusabilecek FN-EDA parcalarinin TLR4 reseptoriini dogrudan uyarmadigina isaret

etmistir.
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Sekil 4.24. Bazal-benzeri meme kanseri hicre hatlarindan salgilanan FN-EDA
proteininin TLR4 ve NF-xB aktivitesi lizerine etkisi. Bazal-benzeri meme
kanseri hiicre hatti slipernatanlari ve rekombinant FN proteinlerinin
(FN-EDA" ve FN-EDAY, 15 ug/mL) tek basina ve PMN hiicre
supernatanlari varliginda A) TLR4’den bagimsiz ve B) TLR4 aracili
NF-kB aktivitesine etkisi bildirici deneyler ile analiz edildi.
(MB-231, MDA-MB-231; Spt., slipernatan; PK, pozitif kontrol;
OD, optik yogunluk; n=3)

4.7. Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinden Uretilen Faktorlerin ve
FN-EDA’nin Monositik Hiicrelerin inflamatuvar Kapasitesi Uzerine

Etkisi

NF-xB yolaginin TLR4 araciligi ile FN-EDA igeren bazal-benzeri meme kanseri
hiicre slipernatanlari veya elastaz-2 iceren PMN hcreleri ile olusturulan kosullarda
uyarilmamasi nedeniyle, NF-kB vyolaginin TLR4’ten bagimsiz olarak monositik
hiicreler aracihigl ile uyarilabilecegi hipotezi olusturuldu. FN-EDA* ve FN-EDA
rekombinant proteinleri ile kiltird yapilan THP-1 hicrelerinden ve periferik kan
monositlerinden elde edilen slipernatanlar ile deneyler yapildi. FN-EDA* ve FN-EDA
rekombinant proteinleri varliginda THP-1 hiicrelerinden salgilanan faktorlerin NF-kB
aktivitesini uyarmada yeterli olmadigi gorildi. FN-EDA* ve FN-EDA" rekombinant
proteinleri ile kultliri yapilan monositlerden salgillanan faktorlerin ise NF-kB

aktivasyonunu anlaml diizeyde uyardigi tespit edildi. Bu uyarim FN-EDA" iceren
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kosulda duislik seviyede kalsa da FN-EDA* iceren kosulda oldukca yiksek diizeyde
idi (Optik yogunluk (OD), RPMI kontrol 0.093+0.003, FN-EDA" 0.125+0.004,
FN-EDA* 0.32+0.01) (Sekil 4.25 A). Plazma fibronektin (pFN), FN-EDA" ve FN-EDA*
rekombinant proteinleri de eklenerek bazal-benzeri meme kanseri hicre
sipernatanlari ile 24 saat kiltird yapilan monositlerden stipernatanlar toplandi. Bu
stipernatanlar ile HEK-Blue™ Null2 hiicrelerinin kilturt yapilarak NF-xB aktivitesi
Uzerine etkisi degerlendirildi. Sadece bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlari ile muamele edilen monositlerden salgilanan faktorlerin NF-xB
aktivitesini uyarmada etkili olmadigi gorildi. Plazma fibronektin ile uyarilan
monositlerin de NF-kB aktivitesini etkin bir sekilde uyarmadigi belirlendi. Plazma
fibronektin iceren bazal-benzeri meme kanseri hiicre stpernatanlari ile inkibe
edilen monositlerden salgilanan faktorlerin NF-xB yolagini diisiik seviyede aktive
ettigi gozlemlendi (OD, pFN, RPMI kontrol 0.08+0.001, MDA-MB-468 spt.
0.144+0.004, MDA-MB-231 spt. 0.22+0.02, HCC38 spt. 0.144+0.002). FN-EDA" ve
FN-EDA* rekombinant proteinleri varliginda bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlari ile inkiibe edilen monositlerden elde edilen slipernatanlarin NF-xB
aktivitesini etkin bir sekilde uyardig belirlendi. Ozellikle MDA-MB-468 ve
MDA-MB-231 hiicre sipernatanlarini iceren kosullarda monosit slipernatanlarinin
NF-kB aktivitesini uyarmada FN-EDA* proteinin etkisinin FN-EDA" proteinine goére
daha fazla idi. HCC38 hiicre slipernatanlari varliginda, FN-EDA" proteininin NF-xB
aktivitesini uyaran monositik faktorlerin saliminda FN-EDA* rekombinant proteini
iceren bazal-benzeri meme kanseri hiicre stpernatanlari kadar etkili oldugu
gozlemlendi (OD, FN-EDA", RPMI kontrol 0.125+0.004, MDA-MB-468 spt. 0.42+0.02,
MDA-MB-231 spt. 0.41+0.03, HCC38 spt. 0.6+0.01; FN-EDA*, RPMI kontrol
0.32+0.01, MDA-MB-468 spt. 0.58+0.004, MDA-MB-231 spt. 0.5+0.02, HCC38 spt.
0.5440.016). Bu analizler FN-EDA proteini iceren kosullarda PMN ve THP-1
hiicrelerinden salgilanan faktorlerin NF-kB aktivitesini uyaramadigini gosterdi.
Ancak, rekombinant fibronektin (pFN, FN-EDA- ve FN-EDA*) iceren kosullarda
bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlari varliginda monositlerden Uretilen

faktorlerin NF-kB aktivasyonunu etkili bir sekilde uyardigini gosterdi (Sekil 4.25 B)
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Sekil 4.25. FN-EDA proteini ile uyarilan monositik hiicrelerin NF-xB aktivitesi tizerine
etkisini gosteren bildirici deney analizi. A) Rekombinant FN-EDA" ve
FN-EDA* proteinleri ile 15 pug/mL konsantrasyonda 5x10° hiicre/mL
olacak sekilde 24 saat boyunca inkilibe edilen THP-1 ve monosit
hiicrelerinden elde edilen sipernatanlarin NF-kB aktivitesine
etkisi. B) Bazal-benzeri meme kanseri hiicre supernatanlari ve/veya
rekombinant FN proteinleri (pFN, FN-EDA" ve FN-EDA*, 15 ug/mlL) ile
5x10°> hicre/mL olacak sekilde 24 saat boyunca inkibe edilen
monositlerden elde edilen slpernatanlarin NF-xB aktivitesine etkisi.
(MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231; PK, pozitif kontrol;
Spt, slipernatan; OD, optik yogunluk, * p<0.05, ** p<0.01; n=3)



142

Monositler ve makrofajlar tarafindan yiiksek miktarda dretilen iL-1B, NF-«xB
yolagini uyarir ve yine NF-xB tarafindan artis yoniinde dizenlenir (79, 179).
Rekombinant fibronektin proteinleri (pFN, FN-EDAve FN-EDA*) varliginda
bazal-benzeri meme kanseri hilicre sipernatanlari ile 24 saat boyunca kiltiri
yapilan monositlerden salgilanan faktorlerin NF-xB bildirici aktivitesini artirmasinin
iL-1B nedeniyle olabilecegi hipotezi olusturuldu. Rekombinant iL-1B ile farkl
konsantrasyonlarda (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL) uyarilan
HEK-Blue™ Null2 hiicrelerinde NF-kB aktivitesi analiz edildi. Bu analiz sonucunda,
artan IL-1B konsantrasyonu ile beraber NF-kB aktivitesinin de arttigi goézlendi

(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. iL-1B’nin NF-xB aktivitesi lzerine etkisi. Farkli konsantrasyonlardaki
(6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL) rekombinant iL-1B’nin
NF-xB aktivitesine etkisi bildirici deneyler ile analiz edildi.
(OD, optik yogunluk, * p<0.05, ** p<0.01; n=3)

Monositlerde IL-1B (retimi degerlendirildiginde, MDA-MB-231 hiicre
stipernataninin iL-1f Gretimini artirdigi diger bazal-benzeri meme kanseri hiicre
siipernatanlarinin ise monositlerde iL-1p Gretimini artirmasinin ancak FN eklenmesi
ile gerceklestigi gorilda (Sekil 4.27 A). Bazal-benzeri meme kanseri hiicre

siipernatanlarinin pFN varliginda da iL-1B Gretimini artirdig goérilda (IL-1B (pg/mL),
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pFN, RPMI kontrol 0+0, MDA-MB-468 spt. 16.7+3, MDA-MB-231 spt. 126.447.8,
HCC38 spt. 34.3+4.3). Bu artisin MDA-MB-231 hiicre stipernatanlari varliginda daha
fazla oldugu gozlemlendi.

Bazal-benzeri meme kanseri hicre slpernatani ile kiltlirt vyapilan
monositlerde FN-EDA" ve FN-EDA* rekombinant proteinleri varliginda IL-1P
retiminin belirgin sekilde arttigi gorildi (iL-1B (pg/mL), FN-EDA, RPMI kontrol
14.4+1.5, MDA-MB-468 spt. 134.2+5, MDA-MB-231 spt. 147410, HCC38 spt.
21648.2; FN-EDA*, RPMI kontrol 51.4+2.7, MDA-MB-468 spt. 261.248.3,
MDA-MB-231 spt. 239.3+9.6, HCC38 spt. 317.5+0.2). En fazla artisin HCC38 hiicre
siipernatani varliginda oldugu tespit edildi. Monositlerde iL-1B iretimini en fazla
destekleyen kosulun FN-EDA* rekombinant proteinlerini iceren bazal-benzeri meme
kanseri hiicre stipernatanlari oldugu belirlendi (Sekil 4.27 A).

Rekombinant fibronektin proteinleri varliginda bazal-benzeri meme kanseri
hiicreler stpernatanlari ile kiltiiri yapilan monositlerdeki maksimum iL-1P
Uretimini uyarmak icin bu hicreler PMA ve iyonomisin ile kisa sureli (1.5) uyarildi.
Bu analiz sonucunda, oOzellikle FN-EDA" rekombinant proteini varliginda
bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlarinin, PMA ve iyonomisin icermeyen
kosula goére, iL-1B Uretimini yaklasik olarak 1.3 kat artirdigi belirlendi. FN-EDA*
rekombinant proteininde ise MDA-MB-468, MDA-MB-231 hiicre slipernatanlari ve
kontrol olarak RPMI besiyeri ile kiltlird yapilan monositlerde, PMA ve iyonomisin
icermeyen kosula gére, iL-1pB tretiminin yaklasik olarak 1.15 kat arttigi tespit edildi.
FN-EDA* rekombinant protein varliginda HCC38 hiicre supernatani ile kaltard
yapilan monositlerde, PMA ve iyonomisin icermeyen kosul ile kiyaslandiginda,
belirgin bir degisim gbdzlenmedi. PMA ve iyonomisin ile uyarilan monositlerde
kontrol ve pFN iceren kosullarin, PMA ve iyonomisin icermeyen kosula gére, iL-1P
Uretiminde degisime yol agmadig goraldu (Sekil 4.27 B). Bu sonuglara gore, NF-xB
aktivitesinin uyarilmasinda monositlerden salgilanan iL-1B etkili olabilir. Diger
taraftan, FN-EDA" proteininin monositlerde iL-1p lretim kapasitesini artirdigi ancak

bu sitokinin serbestlenmesini FN-EDA* kadar uyarmadigi disinld.
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Sekil 4.27. Bazal-benzeri meme kanseri hlicre hatti slUpernatanlari ve/veya
rekombinant FN (pFN, FN-EDA" ve FN-EDA*, 15 pg/mL) proteinleri
ile 5x10° hicre/mL olacak sekilde 24 saat boyunca inkiibe
edilen monositlerden  iL-1f  saliminin  ELISA  ile  analizi.
Supernatanlar ve/veya rekombinant FN proteinleri ile inkibe
edilen monositlerden slipernatanlar uzaklastirildiktan sonra RPMI
besiyerinde inkiibasyon sonrasi A) ortama serbestlenen iL-1B ve
B) PMA (50 ng/mL)/iyonomisin (0.5 pg/mL) ile ortama serbestlenme
kapasitesi artirilmis  iL-1B  dizeyleri. (MB-468, MDA-MB-468;
MB-231, MDA-MB-231; Spt, slipernatan; te, tespit edilemedi;
* p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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4.8. Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinin Etkisi Altindaki Miyeloid

Hiicrelerde STAT3 Aktivitesinin incelenmesi

Tumor mikrocevresindeki  miyeloid hiicrelerin  baskilayici  karakter
kazanmasina katki yapan STAT3 transkripsiyon faktoriinin aktivasyonunun
bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti stpernatanlari varligindaki artisi bu
calismanin  6nemli bulgulari arasindadir (Bkz. Bolim 4.2.6, Sekil 4.8). Bu
transkripsiyon faktorinin miyeloid hiicrelerin pro-inflamatuvar karakteri lzerine
etkilerini incelenmek i¢in bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari
varlhiginda oOzgul STAT3 inhibitoéri ile aktivasyonu engellenerek analizler
gerceklestirildi. Ek olarak, bélimiimiizde gerceklestirilen “STAT3 aracili iIFN-y sinyali
ile AML hiicrelerinin CD11b* alt poptlasyonundaki PD1 ligandlarinin modilasyonu”
baslikli calisma icin Sabanci Universitesi Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nde (SUNUM) Dr. Tolga Sutli tarafindan gelistirilen, viral transdiksiyon
yontemi ile short hairpin (sh)STAT3 (pSIH1-puro-STAT3 shRNA, shSTAT3/THP-1),
shKontrol (pSIH1-puro-kontrol shRNA, shKontrol/THP-1) (173), dominant negatif
STAT3 (EF.STAT3DN.Ubc.GFP, STAT3DN/THP-1) (174) ve GFP Kontrol (LeGO-G2,
Kontrol GFP/THP-1) (175) plazmid vektorleri modifiye edilmis THP-1 hicreleri de

calismamizda STAT3 aktivasyonunun etkilerini incelemek icin kullanildi.
4.8.1. STAT3 Aktivitesinin Kiiciik inhibitér Molekiil Stattic ile Engellenmesi

THP-1 ve U937 hiicre hatlarinda STAT3 aktivasyonunu engellemek icin bu
hiicreler 6nce Stattic ile inkliibe edildi. Daha sonra Stattic iceren besiyeri
uzaklastirildi. Ardindan, bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari ile
kiiltlirt yapilan THP-1 ve U937 hiicrelerinde p-STAT3 (Tyr705) ve total STAT3 protein
dizeyindeki degisimler degerlendirildi. Bu analiz sonucunda, Stattic’'in hem THP-1
hem de U937 hicrelerinde bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri tarafindan
uyarilan p-STAT3 diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttig1 belirlendi
(pSTAT3/B-aktin, THP-1, MDA-MB-468 spt. kontrol 1.1+0.07, Stattic 0.06+0.03;
MDA-MB-231 spt. kontrol 0.65%0.1, Stattic 0.02+0.01; HCC38 spt. kontrol 2.3+0.1,
Stattic 0.16+0.01; U937, MDA-MB-468 spt. kontrol 0.44+0.01, Stattic 0.06+0.01;
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MDA-MB-231 spt. kontrol 0.4%0.1, Stattic 0.04+0.01; HCC38 spt. kontrol 1.1+0.02,
Stattic 0.2+0.02). Total-STAT3 dizeylerinde ise herhangi bir degisim gozlenmedi
(Sekil 4.28 A, B).

Ayni kosullarda bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti stipernatanlari ile
kiltird yapilan periferik kandan izole edilen monositlerde de kigik inhibitor
molekil Stattic’in meme kanseri hiicre stipernatanlari ile uyarilan p-STAT3 protein

ifadesini belirgin sekilde azalttigi dogrulandi (Sekil 4.28 C).
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Sekil 4.28. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti slipernatanlari ile uyarilan
miyeloid hicrelerde kigluk inhibitér molekil Stattic’'in  STAT3
aktivasyonu ve gen ifadesine etkisi. Stattic ile (THP-1 ve monositler igin
5 uM, U937 igin 2.5 uM) 45 dk. inkiibasyon sonrasinda slipernatanlar
ile 5x10° hucre/mL olacak sekilde 15 dk. boyunca inkiibe edilen
A) THP-1, B) U937 hiicrelerinde ve C) monositlerde p-STAT3 ve total
STAT3 protein ifadesindeki degisimleri gosteren Western Blot
gorlntisu ve goreceli bant yogunlugu degisim grafikleri. Total STAT3
ve p-STAT3 proteinlerinin bant yogunluklar B-aktin bant yogunluguna
gore normalize edildi. Bazal-benzeri meme kanseri hicre hatti
stipernatanlari ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 1.5, 6 ve 24 saat (sa.)
uyarilan D) THP-1 ve E) U937 hiicrelerinde Stattic etkisiyle meydana
gelen STAT3 gen ifadesi degisimleri gercek-zamanli RT-PZR ile analiz
edildi. Analizlerde, Stattic iceren kosullardan elde edilen 2722t degerleri
kontrol olarak meme kanseri hiicre (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve
HCC38) slipernatanlari ile inkiibe edilen THP-1 ve U937 hiicrelerden
elde edilen 2722 yerilere gére normalize edildi. 272A¢t =1 degerinden
gecen kesikli cizgi kontrol hiicreleri ile esit dizeyde gen ifadesine
isaret etmektedir. (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
Spt, sipernatan; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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Stattic'in STAT3 gen ifadesine etkisini belirlemek amaci ile bazal-benzeri
meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari ile 1.5, 6 ve 24 saat inkiibe edilen THP-1 ve
U937 hiicrelerinde STAT3 mRNA dizeyleri o6l¢lildii. Bunun sonucunda, Stattic ile
muamele edilen THP-1 hicrelerinde 1.5 saatlik inklibasyonlarda STAT3 mRNA
diizeylerinin minimal olarak azaldigl 6. saatte ise baslangic degerine ulastig
gozlendi. MDA-MB-468 ve HCC38 hiicre hatti siipernatanlari varliginda 24. saatte
belirgin bir STAT3 mRNA duizey artisi belirlendi (Sekil 4.28 D). Stattic varliginda U937
hiicre hatti ile yapilan deneylerde MDA-MB-468 ve HCC38 hiicre stipernatanlari ile
6. saate kadar STAT3 gen ifadesinin minimal azaldig1 24. saatte ise yaklasik olarak
3 kat arttig1 gozlendi (Sekil 4.28 E). Hem U937 hem de THP-1 hiicrelerinde Stattic
muamelesinin MDA-MB-231 hiicre silipernatani iceren kosullarda STAT3 gen

ifadesini belirgin diizeyde etkilemedigi goruldi. (Sekil 4.28 D, E).
4.8.2. STAT3DN/THP-1 ve shSTAT3/THP-1 Hiicreleri ile Analizler

STAT3DN/THP-1 ve shSTAT3/THP-1 hicreleri bolumumuzde yiritilen baska
bir proje icin Sabanci Universitesi Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’'nde (SUNUM) Dr. Tolga Sitlu tarafindan gelistirilmistir. STAT3DN/THP-1
hicreleri icin kontrol olarak GFP/THP-1 hiicreleri, shSTAT3/THP-1 hiicreleri igin ise
shKontrol/THP-1  hicreleri  kullanilmistir.  STAT3DN  proteininde  STAT3’ln
aktivasyonuna yol acan 705 numarali tirozin amino asitinin (Tyr705) yerine
fenilalanin amino asiti bulunmaktadir. Bu durum, STAT3DN plazmid vektorini
iceren hicrelerde STAT3'lin inaktif formunun Uretilmesini saglamaktadir. STAT3DN
proteini, iliskili resept6ér uyarildiginda hiicredeki endojen STAT3 ile yarisir. Boylece,
bu proteinin fosforilasyonunu engeller. Fosforilasyonu engellenen STAT3 proteini
dimer olusturamaz ve nikleusa gecip hedef genlerin transkripsiyonunu
gerceklestiremez. Ayrica, STAT3DN proteini ile heterodimer olusturan fosforillenmis
endojen STAT3 proteini de fonksiyonel degildir ve DNA ile etkilesime gecemez
(174, 180). STAT3 proteinin olusumunu engellemek icin shSTAT3 plazmid vektori
kullanilmistir. Bu vektor aracilig ile Gretilen shSTAT3, STAT3 mRNA’sina baglanir ve

bu mMRNA’nIn proteine dontsimiini engeller (173, 181).
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Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari ve kontrol olarak
RPMI 1640 besiyeri ile inkiibe edilen shSTAT3/THP-1 hiicrelerinde STAT3 protein
olusumunun etkili bir sekilde baskilandig tespit edildi (Sekil 4.29 A). Bu sonuglar,
STAT3 gen ifadesi ile de dogrulandi (Sekil 4.29 B). STAT3DN/THP-1 hiicrelerinin
bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari ve kontrol olarak RPMI 1640
besiyeri ile yapilan kiltirlerinde STAT3 aktivasyonunun belirgin bir sekilde azaldigi
gorildu (Sekil. 4.29 C). Ayni kosullarda STAT3DN/THP-1 huicrelerindeki STAT3 gen
ifadesinin bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlari ile yapilan kiltirlerde
belirgin sekilde arttigi goruldi. Kontrol kosulunda STAT3 protein ifadesindeki
azalmaya ragmen STAT3 gen ifadesinin degismedigi saptandi (Sekil. 4.29 D).
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Sekil 4.29. Bazal-benzeri meme kanseri hicre hatti sipernatanlari ile inkiibe
edilen genetik olarak modifiye edilmis THP-1 hiicrelerinde STAT3
protein ve gen ifadesindeki degisimler. A) Sipernatanlar ile
5x10° hiicre/mL olacak sekilde inkibe edilen shKontrol/THP-1 ve
shSTAT3/THP-1 hicrelerinde p-STAT3 ve total STAT3 protein
ifadesindeki (48 sa.) degisimleri gosteren Western Blot goriintisi ve
B) STAT3 gen ifadesinde (24 sa.) meydana gelen degisimlerin
gercek-zamanli  RT-PZR ile analiz (n=3). C) Sipernatanlar ile
5x10° hicre/mL olacak sekilde inkiibe edilen kontrol GFP/THP-1 ve
STAT3DN/THP-1 hiicrelerinde p-STAT3 ve total STAT3 protein
ifadesindeki (48 sa.) degisimleri gosteren Western Blot goriintisi ve
D) STAT3 gen ifadesinde (24 sa.) meydana gelen degisimlerin
gercek-zamanli RT-PZR ile analiz (n=3). Total STAT3 ve p-STAT3
proteinlerinin bant yogunluklari B-aktin bant yogunluguna gore
normalize edildi. Analizlerde shSTAT3/THP-1 ve STAT3DN/THP-1 iceren
kosullardan elde edilen 272A¢t degerleri kontrol olarak meme kanseri
hiicre (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HCC38) sipernatanlari ve
RPMI 1640 ile inkiibe edilen shKontrol/THP-1 veya kontrol GFP/THP-1
hiicrelerden elde edilen verilerine gore normalize edildi.
2784t =1 degerinden gecen kesikli cizgi kontrol hiicreleri ile esit
dizeyde gen ifadesine isaret etmektedir. (MB-468, MDA-MB-468;
MB-231, MDA-MB-231; sh, short hairpin; DN, dominant negatif;
GFP, green fluorescent protein; Spt, slipernatan; * p<0.05, ** p<0.01)
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4.9. STAT3 inhibisyonunun  Miyeloid Hiicrelerin  Pro-inflamatuvar

Karakterine Etkisi

STAT3 aktivitesinin  klglik inhibitor molekll Stattic veya genetik
modifikasyon (shSTAT3 ve STAT3DN) ile inhibisyonunun, bazal-benzeri meme
kanseri hilicre hatti supernatanlari ile kultiarid yapilan THP-1 ve/veya U937

hicrelerinde iL-lB, TLR4 ve elastaz-2 ifadesine etkisi degerlendirildi.
4.9.1. STAT3 inhibisyonunun Miyeloid Hiicrelerde iL-1B Uretimine Etkisi

THP-1 ve U937 hicre hatlari 6nce Stattic ile inkibe edildi. Daha sonra Stattic
iceren besiyeri uzaklastirildi. Ardindan, bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti
(MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HCC38) slipernatanlari ile 1.5, 6 ve 24 saat kilturi
yapilan THP-1 ve U937 hiicrelerinde iL-18 mRNA diizeyleri analiz edildi. THP-1
hiicrelerinde meme kanseri hiicre siperntananlari ile yapilan 1.5 saatlik uyarimlarda
Stattic’in iL-1B gen ifadesine belirgin sekilde etki etmedigi ancak 6. saatten itibaren
bir artisin oldugu belirlendi. Bu etki 24. saatte tim bazal-benzeri meme kanseri
hicreleri icin en (st dizeye ulasti (Sekil 4.30 A). Stattic ile muamele edilen U937
hiicrelerinde bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlari varliginda iL-1P
dizeylerinde ilk 1.5 saatte belirgin bir azalma oldugu 6. saatten itibaren ise bu
etkinin ortadan kalktigi goriildi. HCC38 hiicre stipernatani varliginda 24. saatte en
Ust diizeyde idi (Sekil 4.30 B). En belirgin artislarin THP-1 hiicreleri ile yapilan
24 saatlik inkibasyonlarda gorilmesi UGzerine ¢alismanin devaminda gergeklestirilen
iL-1B analizlerinde bu kosuldaki hiicreler kullanildi.

Stattic ile inkGbasyon sonrasi bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti
sipernatanlari ile kiltlri yapilan THP-1 hiicrelerinden slipernatanlar uzaklastirildi,
tam besiyerinde sispanse hale getirildi. Maksimum salim kapasitesini ortaya
ctkarmak amaciyla hicreler PMA/iyonomisin ile kisa sureli (3 saat) uyarildi ve
sonrasinda toplanan siipernatanlardaki iL-1B dizeyleri analiz edildi. Bu hiicrelerde,
gen ifadesinin aksine, iL-1B saliminin azalmis oldugu gozlendi. THP-1 hiicrelerinde

normal sartlarda veya meme kanseri hiicre siipernatanlari varliginda iL-1B tretimi
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cok distlik (<5 pg/mL) oldugundan Stattic etkisiyle gerceklesen azalma istatistiksel
olarak anlaml olsa bile gozlemlenebilecek biyolojik etkinin minimal dizeyde

kalabilecegi diistintUlmistir (Sekil 4.30 C).
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Sekil 4.30. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti slipernatanlari ile uyarilan
miyeloid hiicrelerde STAT3 inhibisyonunun iL-1B gen ifadesine ve
salgilanan protein dizeyine etkisi. Stattic ile (THP-1 i¢in 5 uM,
U937 igin 2.5 uM) 45 dk. inkiibasyon sonrasinda slpernatanlar ile
5x10° hicre/mL olacak sekilde 1.5, 6 ve 24 saat boyunca inkibe edilen
A) THP-1 ve B) U937 hiicrelerinde STAT3 inhibisyonunun iL-1 gen
ifadesinde meydana getirdigi degisimler gercek-zamanli RT-PZR ile
degerlendirildi. Analizlerde, Stattic iceren kosullardan elde edilen
2724Ct degerleri kontrol olarak meme kanseri hiicre (MDA-MB-468,
MDA-MB-231 ve HCC38) silipernatanlari ile inkiibe edilen THP-1 ve
U937 hicrelerden elde edilen 2722t verilere gore normalize edildi.
272ACt =1 degerinden gecen kesikli ¢izgi kontrol hiicreleri ile esit diizeyde
gen ifadesine isaret etmektedir. C) Stattic ile inkliibasyon sonrasinda
stpernatanlar ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 24 saat boyunca
kiltirt  yapilan THP-1 hicreleri tam RPMI besiyerinde PMA
(50 ng/mL)/iyonomisin (0.5 ug/mL) ile 3 saat boyunca uyarildi ve
IL-1B diizeyi ELISA yéntemi ile arastinildi. (MB-468, MDA-MB-468;
MB-231, MDA-MB-231; Spt, siipernatan; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti stpernatanlari ile inkiibe edilen
STAT3 duizeyi genetik olarak modifiye edilmis THP-1 hiicreleri ile yapilan analizlerde,
iL-1B gen ifadesinin shSTAT3/THP-1'de azaldigi STAT3DN/THP-1'de ise belirgin
sekilde arttig tespit edildi (Sekil 4.31 A, B).

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti slipernatanlari ile inkiibe edilen
shKontrol/THP-1, shSTAT3/THP-1, kontrol GFP/THP-1 ve STAT3DN/THP-1
hiicrelerinden slipernatanlar uzaklastirildi. Daha sonra bu hiicrelerin tam
besiyerinde kiiltiirii yapildi ve elde edilen siipernatanlarda iL-1B diizeyleri analiz
edildi. STAT3DN/THP-1 ve shSTAT3/THP-1 hicrelerinin meme kanseri stipernatani
icermeyen kontrol kosullarinda iL-1B salimini anlaml diizeyde artirdigi gézlemlendi.
Bazal-benzeri meme kanseri hiicre siipernatanlarinin shKontrol/THP-1 hiicrelerinde
iL-1B  salm dizeylerini etkilemedigi kontrol GFP/THP-1 hiicrelerinde ise
arttirdigi gorulda (Sekil 4.31 C, D). shSTAT3/THP-1 hicrelerinin bazal-benzeri meme
kanseri sUpernatanlari ile gergeklestirilen kiltirlerinde, 6zellikle MDA-MB-468 ve
MDA-MB-231 siipernatanlari varliginda IiL-1B dizeylerinin arttig belirlendi
(Sekil 4.31 C). Bu sonuglar shSTAT3 plazmid vektéri varhginda iL-1B mRNA
diizeyinde gerceklesen azalmanin protein ifadesine yansimadigini géstermektedir.
STAT3DN/THP-1 hiicrelerinde ise iL-1B saliminin MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre
sipernatanlari varliginda, gen ifadesi ile tutarh olarak arttigi gorildi. Ancak,
serbestlenen dizeyin THP-1'de c¢ok dusik (<10 pg/mL) oldugu gozlemlendi
(Sekil 4.31 D).
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Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti stipernatanlari ile inkiibe edilen

genetik olarak modifiye edilmis THP-1 hiicrelerinde IL-1B gen
ifadesindeki ve serbestlenen protein dilizeyindeki degisimler.
Slpernatanlar ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 24 saat boyunca inkibe
edilen A) shSTAT3/THP-1 ve B) STAT3DN/THP-1 hiicrelerinde iL-1B gen
ifadesinde meydana gelen degisimler gercek-zamanli RT-PZR ile
degerlendirildi. Analizlerde shSTAT3/THP-1 ve STAT3DN/THP-1 iceren
kosullardan elde edilen 2724¢t degerleri kontrol olarak meme kanseri
hicre (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HCC38) slpernatanlari ve
RPMI 1640 ile inkibe edilen shKontrol/THP-1 veya kontrol GFP/THP-1
hiicrelerden elde edilen verilerine gbére normalize edildi.
2784t =1 degerinden gecen kesikli cizgi kontrol hiicreleri ile esit
dizeyde gen ifadesine isaret etmektedir. Slpernatanlar ile
5x10°> hicre/mL olacak sekilde 24 saat boyunca inkibe edilen
C) shKontrol/THP-1, shSTAT3/THP-1 ve D) kontrol GFP/THP-1 ve
STAT3DN/THP-1 hiicrelerinden siipernatanlar uzaklastirildiktan sonra
tam RPMI besiyerinde 24 saat inkiibasyon sonrasi serbestlenen iL-1B
dizeyleri ELISA yontemi ile analiz edildi. (MB-468, MDA-MB-468;
MB-231, MDA-MB-231; sh, short hairpin; DN, dominant negatif;
GFP, green fluorescent protein; Spt, sipernatan; * p<0.05, ** p<0.01;
n=3)
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4.9.2. STAT3 inhibisyonunun Miyeloid Hiicrelerde TLR4 ve MD2 ifadesine
Etkisi

Stattic ile inkibe edilen THP-1 ve U937 hiicrelerinin bazal-benzeri meme
kanseri hiicre hatti (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HCC38) slipernatanlariile 1.5, 6
ve 24 saat kiltlri yapildi ve TLR4 mRNA diizeyleri analiz edildi. THP-1 hicrelerinde
1.5 saatlik uyarimlarda TLR4 gen ifadesinin HCC38 hiicre sipernatani varliginda
anlamli dizeyde azaldigi, MDA-MB-231 hicre sipernatani varliginda ise arttig
gorildi. Bu hiicre stpernatanlarinin etkisinin 6. saatten itibaren ortadan kalktig
gozlendi. MDA-MB-231 hiicre slipernatani varliginda 6. ve 24. saatte THP-1
hicrelerindeki TLR4 gen ifadesinin anlamli diizeyde azalmasi dikkat c¢ekicidir. Diger
taraftan, Stattic ile muamele edilen U937 hiicrelerinde MDA-MB-231 ve HCC38
hiicre supernatanlar ile yapilan 1.5 saatlik uyarimlarda TLR4 ifadesinin anlamli
olarak arttigi belirlendi. Bu etkinin 6. saatten itibaren azaldigl gézlemlendi. Hem
THP-1 hem de U937 hicrelerinde Stattic muamelesinin MDA-MB-468 hiicre
sipernatani iceren kosullarda THP-1 hiicrelerindeki TLR4 gen ifadesini belirgin
dizeyde etkilemedigi gorildi. U937 hiicrelerinde Stattic muamelesi sonrasi
MDA-MB-231 hiicre supernatani ile 1.5 saatlik uyarimdaki belirgin artis disinda
THP-1 ve U937 hiicrelerinde TLR4 gen ifadesindeki degisimlerin disik seviyede
kaldigi saptandi (Sekil 4.32 A, B).
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Sekil 4.32. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti stpernatanlari ile uyarilan
miyeloid hicrelerde STAT3 inhibisyonunun TLR4 ve MD2 ifadesine
etkisi. Stattic ile (THP-1 icin 5 pM, U937 igin 2.5 uM) 45 dk. boyunca
inklibasyon sonrasinda stipernatanlar ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde
1.5, 6 ve 24 saat boyunca inkibe edilen A) THP-1 ve B) U937
hicrelerinde STAT3 inhibisyonunun TLR4 gen ifadesinde meydana
getirdigi degisimler gercek-zamanli RT-PZR ile degerlendirildi (n=3).
Analizlerde, Stattic iceren kosullardan elde edilen 2724¢t degerleri
kontrol olarak meme kanseri hiicre (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve
HCC38) supernatanlar ile inkiibe edilen THP-1 ve U937 hiicrelerden
elde edilen 2722 verilere gére normalize edildi. 272A¢t =1 degerinden
gecen kesikli ¢izgi kontrol hiicreleri ile esit diizeyde gen ifadesine isaret
etmektedir. C) Stattic ile inkiibasyon sonrasinda sipernatanlar ile
5x10° hiucre/mL olacak sekilde 24 saat boyunca kultirl yapilan THP-1
hiicrelerinde TLR4 ve MD2 hiicre ylzey proteini diizeylerindeki
degisimi gosteren temsili akim sitometri histogramlari. Bos histogramlar
izotipik kontrolleri, dolu histogramlar ise 6zgil anti-TLR4 veya anti-MD2
antikorlar ile yapilan isaretlemeleri gostermektedir. THP-1 hiicrelerinde
D) TLR4 ve E) MD2 belirteglerinin izotipik kontrol boyamalari ile elde
edilen ortanca floresan yogunlugu (OFY) verisine gore normalize edilmis
OFY degerleri (n=4-5). (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
Spt, slipernatan; * p<0.05, ** p<0.01)

Stattic ile inkiibasyon sonrasinda bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti
sipernatanlari ile kiltliri yapilan THP-1 hiicrelerde TLR4 ve MD2 hiicre yizey
reseptorlerinin dlizeyi analiz edildi. Stattic varliginda, Ozellikle MDA-MB-231 ve
HCC38 hiicre hatti stipernatanlari ile uyarilan THP-1 hiicrelerinde, TLR4 diizeyinin
anlamh sekilde azaldigi gézlendi (TLR4 OFY, MDA-MB-231 spt., kontrol 11+0.7,



158

Stattic 7.8+0.8; HCC38 spt., kontrol 10.5+0.8, Stattic 8.3+0.5) (Sekil 4.32 C, D). MD2

diizeyinde ise anlamli bir degisimin olmadigi gérildu (Sekil 4.32 C, E).

shSTAT3/THP-1 ve STAT3DN/THP-1 hiicrelerinin bazal-benzeri meme kanseri

hicre hatti slipernatanlari ile 24 saat boyunca yapilan kiltirler ile dogrulama

deneyleri yapilmasi amaglandi. shSTAT3/THP-1 hicrelerinde TLR4 gen ifadesi

belirgin bir degisime ugramazken STAT3DN/THP-1 hiicrelerinde ise kontrol RPMI

1640 ortaminda TLR4 gen ifadesinin anlamli dizeyde azaldigi MDA-MB-231 hiicre

hatti slipernatani varliginda ise belirgin sekilde arttigi tespit edildi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari ile inkiibe edilen

genetik olarak modifiye edilmis THP-1 hicrelerinde TLR4 gen
ifadesindeki degisimler. Stipernatanlar ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde
24 saat boyunca inkiibe edilen A) shSTAT3/THP-1 ve B) STAT3DN/THP-1
hiicrelerinde TLR4 gen ifadesinde meydana gelen degisimler
gercek-zamanl RT-PZR ile degerlendirildi. Analizlerde shSTAT3/THP-1 ve
STAT3DN/THP-1 iceren kosullardan elde edilen 2722 degerleri
kontrol olarak meme kanseri hiicre (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve
HCC38) supernatanlari ve RPMI 1640 ile inkibe edilen shKontrol/THP-1
veya kontrol GFP/THP-1 hiicrelerden elde edilen verilerine gore
normalize edildi. 2724% =1 degerinden gecen kesikli cizgi kontrol
hicreleri ile esit dizeyde gen ifadesine isaret etmektedir. (MB-468,
MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231; sh, short hairpin; DN, dominant
negatif; GFP, green fluorescent protein; Spt, slipernatan; * p<0.05,
** p<0.01; n=3)
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4.9.3. STAT3 inhibisyonunun Miyeloid Hiicrelerde Elastaz-2 Uretimine
Etkisi

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlarindan salgilanan faktorlerin STAT3
inhibisyonu sirasinda THP-1 hiicrelerinde elastaz-2 Uretimine etkisini test etmek igin
analizler gerceklestirildi. Stattic ile inkiibe edilen THP-1 ve U937 hiicrelerinin
bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HCC38)
supernatanlari ile 1.5, 6 ve 24 saat kiltlird yapildi ve elastaz-2 mRNA dizeyleri
analiz edildi. Stattic varhginda THP-1 hicrelerinde elastaz-2 mRNA ifadesinin
belirlenen tim zaman periyotlarinda azaldigi goruldi (Sekil 4.34 A). U937
hicrelerinde ise belirgin bir degisim gorilmemekle birlikte yalnizca MDA-MB-231
hiicre slpernatanlari varliginda 6. saatte elastaz-2 gen ifadesinde gegici bir artis
izlendi (Sekil 4.34 B).

Stattic ile inkUbasyon sonrasi bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatt
sipernatanlari ile kiiltliri yapilan THP-1 hiicrelerinden silipernatanlar uzaklastirildi,
tam besiyerinde silspanse hale getirildi. Maksimum salim kapasitesini ortaya
ctkarmak amaciyla hicreler PMA/iyonomisin ile kisa siireli (3 saat) uyarildi
ve sonrasinda toplanan slpernatanlardaki elastaz-2 dlzeyleri analiz edildi.
Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti sipernatanlan ile kilttra yapilan THP-1
hiicrelerinden salgilanan elastaz-2 dizeyleri MDA-MB-468 hiicre slipernatani ve
kontrol RPMI 1640 ortaminda anlamli diizeyde azaldi. Diger kosullarda tespit edilen

degisimler ise belirgin diizeyde degildi (Sekil 4.34 C).
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Sekil 4.34. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti stpernatanlari ile uyarilan
miyeloid hicrelerde STAT3 inhibisyonunun elastaz-2 gen ifadesine ve
salgilanan protein diizeyine etkisi. Stattic ile (THP-1 icin 5 uM, U937 igin
2.5 uM) 45 dk. inkiibasyon sonrasinda stipernatanlar ile 5x10° hiicre/mL
olacak sekilde 1.5, 6 ve 24 saat boyunca inkiibe edilen A) THP-1 ve
B) U937 hiicrelerinde STAT3 inhibisyonunun elastaz-2 gen ifadesinde
meydana getirdigi degisimler gercek-zamanli RT-PZR ile degerlendirildi.
Analizlerde, Stattic iceren kosullardan elde edilen 2722t degerleri
kontrol olarak meme kanseri hiicre (MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve
HCC38) sipernatanlari ile inkiibe edilen THP-1 ve U937 hiicrelerden
elde edilen 2722 verilere gore normalize edildi. 272A¢t =1 degerinden
gecen kesikli cizgi kontrol hiicreleri ile esit dlizeyde gen ifadesine isaret
etmektedir. C) Stattic ile inklibasyon sonrasinda slpernatanlar ile
5x10° hiuicre/mL olacak sekilde 24 saat boyunca kultur( yapilan THP-1
hicreleri tam RPMI besiyerinde PMA (50 ng/mL)/iyonomisin
(0.5 pg/mL) ile 3 saat boyunca uyarildi ve elastaz-2 diizeyi ELISA
yontemi ile arastirildi. (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
Spt, slipernatan; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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shSTAT3/THP-1 hiicrelerinde MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 hiicre hatti
sipernatanlarinin elastaz-2 mRNA dzeyini anlamh olarak artirdigi belirlendi. HCC38
hiicre slipernatani ve kontrol olarak RPMI 1640 kuiltlir ortami ile inkiibe edilen
hicrelerde elastaz-2 gen ifadesi artis yoniinide degismesine ragmen istatistiksel
olarak anlamh diizeye ulasmadi (Sekil 4.35 A). STAT3DN/THP-1 hicrelerinde
MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 hiicre stipernatanlarinin ve kontrol RPMI 1640 kiiltlr
ortaminin elastaz-2 mRNA dizeyini anlamh olarak azalttigr HCC38 hiicre
sipernatanlari varhginda ise artirdigi belirlendi. Ancak bu degisimlerin elastaz-2
Uretimine belirgin dizeyde etki etmedigi gorildu (Sekil 4.35 B).

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti sipernatanlari ile inklibe edilen
shKontrol/THP-1, shSTAT3/THP-1, kontrol GFP/THP-1 ve STAT3DN/THP-1
hiicrelerinden slipernatanlar uzaklastirildi. Daha sonra bu hiicrelerin tam
besiyerinde kiltirl yapildi ve elde edilen siipernatanlarda elastaz-2 dizeyleri analiz
edildi. Bazal-benzeri meme kanseri hicre slpernatanlarinin shKontrol/THP-1
hicrelerinde elastaz-2 salim  dlzeylerini  etkilemedigi kontrol GFP/THP-1
hicrelerinde ise arttirdigi goruldt (Sekil 4.35 C, D). shSTAT3/THP-1 hicrelerinin
MDA-MB-231 hiicre slipernatani ve kontrol RPMI 1640 ile yapilan kiltirlerinde
bu enzimin istatistiksel olarak anlamli dizeyde arttigi belirlendi (Sekil 4.35 C).
STAT3DN/THP-1 hicrelerinde ise MDA-MB-468 hiicre sipernatanlarinin elastaz-2
protein dizeylerini belirgin sekilde artirdig! tespit edildi. Benzer bir artis kontrol
RPMI 1640 kiiltirlerinde de gozlendi. Diger taraftan, MDA-MB-231 ve HCC38 hiicre
stpernatanlarinin STAT3DN/THP-1 hiicrelerinde elastaz-2 enzimini minimal duzeye

indirdigi belirlendi (Sekil 4.35 C).
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Sekil 4.35. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti sipernatanlar ile inkibe
edilen genetik olarak modifiye edilmis THP-1 hiicrelerinde
elastaz-2 gen ifadesindeki ve serbestlenen protein dizeyindeki
degisimler. Stpernatanlar ile 5x10° hicre/mL olacak sekilde 24 saat
boyunca inkiibe edilen A) shSTAT3/THP-1 ve B) STAT3DN/THP-1
hicrelerinde elastaz-2 gen ifadesinde meydana gelen degisimler
gercek-zamanh RT-PZR ile degerlendirildi. Analizlerde shSTAT3/THP-1
ve STAT3DN/THP-1 iceren kosullardan elde edilen 2724 degerleri
kontrol olarak meme kanseri hiicre (MDA-MB-468, MDA-MB-231
ve HCC38) siipernatanlari ve RPMI 1640 ile inkiibe edilen
shKontrol/THP-1 veya kontrol GFP/THP-1 hicrelerden elde edilen
verilerine gore normalize edildi. 272A¢t =1 degerinden gecen kesikli
cizgi kontrol hicreleri ile esit dizeyde gen ifadesine isaret
etmektedir. Stipernatanlar ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 24 saat
boyunca inkube edilen C) shKontrol/THP-1, shSTAT3/THP-1 ve
D) kontrol GFP/THP-1, STAT3DN/THP-1 hucrelerinden slipernatanlar
uzaklastirildiktan sonra tam RPMI besiyerinde 24 saat inkibasyon
sonrasi serbestlenen elastaz-2 diizeyleri ELISA yontemi ile analiz edildi.
(MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231; sh, short hairpin;
DN, dominant negatif; GFP, green fluorescent protein; Spt, slipernatan;
* p<0.05, ** p<0.01; n=3)

4.10. STAT3 inhibisyonunun Rekombinant Fibronektin Proteinleri

Varliginda Monositlerde iL-1B Uretimine Etkisi

Stattic ile muamele edilen periferik kan monositleri rekombinant fibronektin
proteinleri (pFN, FN-EDA" ve FN-EDA*) varliginda bazal-benzeri meme kanseri hiicre
hatti slipernatanlari ve RPMI 1640 kiltlir ortami ile inkiibe edildi. Kontrol
olarak rekombinant fibronektin proteinlerini icermeyen kosullar kullanild.

Bu monositlerde IL-1B salgilanma diizeyindeki degisimler incelendi. Bazal-benzeri
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meme kanseri hlicre hatti slpernatanlari ile 6zellikle FN-EDA" ve FN-EDAY
proteinleri varliginda, artis gdsteren iL-1B dizeyinin STAT3 inhibisyonu ile belirgin
sekilde azaldigi tespit edildi. RPMI 1640 besiyeri ile kiltiiri yapilan monositlerde
FN-EDA* ve FN-EDA" rekombinant fibronektin proteinleri sirasiyla 51.3+2.7 ve
14.4+1.5 pg/mL iL-1B salgilanmasini saglamaktaydi (Bkz. Bélim 4.7, Sekil 4.27 A).
STAT3 inihibsyonu ise IL-1B Uretiminin yaklasik 20 kat azalmasina neden
oldu (Sekil 4.36 A). HCC38 hiicre slipernatani ile FN-EDA* rekombinant
proteinini iceren kosul monositlerden iL-1B salgilanmasinin en fazla oldugu
kosul idi (317.5+£0.2 pg/mL) (Bkz. Boluim 4.7, Sekil 4. 27 A). STAT3’Un inhibe edildigi
kosullarda monositlerden salgilanan iL-1B diizeyleri yaklasik olarak 10 kat azaldi.
Benzer sekilde, FN-EDA* iceren diger bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti
siipernatanlari ile kiltiri yapilan monositlerde de STAT3 inhibisyonu iL-1P
diizeylerinde belirgin sekilde azalmaya neden oldu (FN-EDA*, MDA-MB-468 spt. ile
~ 20 kat azalma, MDA-MB-231 spt. ile ~ 7 kat azalma) (Sekil 4.36 A).
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Sekil 4.36. Bazal-benzeri meme kanseri hilicre hatti slUpernatanlari ve/veya
rekombinant FN (pFN, FN-EDA" ve FN-EDA*, 15 ug/mL) proteinleri ile
inkiibe edilen monositlerde STAT3 inhibisyonunun iL-1B salimina
etkisi. Stattic (5 uM) ile 45 dk. inkiibasyon sonrasinda slipernatanlar
ve/veya rekombinant FN proteinleri ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde
24 saat boyunca kiltliri yapilan monositlerden sipernatanlar
uzaklastirildi. Daha sonra RPMI besiyerinde inkiibe edildi ve toplanan
siipernatanlarda iL-1B dizeyleri ELISA ile analiz edildi. A) Ortama
serbestlenen iL-1B ve B) PMA (50 ng/mL)/iyonomisin (0.5 ug/mL)
(1.5 sa.) ile ortama serbestlenme kapasitesi artirilmig iL-1B diizeyleri.
Bar grafiklerindeki degerler Stattic icermeyen kosullara gore
IL-1PB salgilanma diizeylerindeki degisimleri géstermektedir. istatistiksel
analizlerde Stattic iceren kosullarin verileri kontrol olarak Stattic
icermeyen  kosullarda meme kanseri hicre (MDA-MB-468,
MDA-MB-231 ve HCC38) slipernatanlari ve/veya rekombinant FN
proteinleri ile inkiibe edilen monositlerden elde edilen veriler
ile karsilastinldi. (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
te, tespit edilemedi; Spt, slipernatan; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti slipernatanlari varliginda FN-EDA" ile
kiiltiri yapilan monositlerde iL-1B salgilanmasini en fazla artiran kosul da HCC38
hicre hatti stpernatani iceren kosul idi (215.948.2 pg/mL) (Bkz. Bolim 4.7,
Sekil 4.27 A). Bu kosulda monositlerde STAT3 inhibisyonu iL-1B Gretimini yaklasik

olarak 12 kat azaltti. FN-EDA" iceren kosullarda STAT3 inhibisyonu sonrasi diger
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bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti slpernatanlari ile kiltari yapilan
monositlerde de belirgin sekilde azalma (FN-EDA", MDA-MB-468 spt. ile ~ 12 kat
azalma, MDA-MB-231 spt. ile ~ 4 kat azalma) gozlendi (Sekil 4.36 A).

Plazma FN’nin, MDA-MB-231 hiicre stipernatani iceren kosulda monositlerde
iL-1B Uretimini diger bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti siipernatanlarina gére
daha fazla desteklemekte idi (126.4+7.8 pg/mL) (Bkz. Bolum 4.7, Sekil 4.27 A).
Monositlerde STAT3 inhibisyonu sonrasi pFN ve MDA-MB-231 hiicre sipernatani
iceren kosulda iL-1B salgilanma diizeyi yaklasik olarak 5 kat azalmistir (Sekil 4.36 A).
iL-1B salgilanma diizeyindeki azalmalar pFN ve diger meme kanseri hiicre
sipernatanlarini iceren kosullarda daha fazla idi (pFN, MDA-MB-468 spt. ile ~ 8 kat
azalma, HCC38 spt. ile ~ 16 kat azalma).

Rekombinant fibronektin proteini icermeyen kosullarda monositlerden
iL-1B Uretimini en fazla MDA-MB-231 hiicre siipernatanlari desteklemekte idi
(65+3.2 pg/mL) (Bkz. Bolum 4.7, Sekil 4.27 A). Bu kosulda STAT3 inhibisyonu ile
IL-1B salgilanmasinin yaklasik olarak 3 kat azaldigi belirlendi (Sekil 4.36 A). Diger
bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlari ve RPMI 1640 kiltir ortaminin
rekombinant fibronektin proteinlerinin yoklugunda iL-1B tretimine etki etmedigini
belirlemistik (Bkz. Bolim 4.7, Sekil 4.27 A). STAT3 inhibisyonunun bu kontrol
kosullarinda iL-1p tretimine etki etmedigi gérildi (Sekil 4.36 A)

STAT3 inhibisyonunun, rekombinant fibronektin proteinleri varliginda
bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlari ile kiltliri yapilan monositlerdeki
maksimum IL-1B salim kapasitesine etkisini gézlemlemek icin bu hiicreler PMA ve
iyonomisin ile 1.5 saat boyunca uyarildi. Bu kosullar altinda da Stattic varliginda

IL-1B Gretiminin monositlerde belirgin sekilde azaldigi dogrulandi (Sekil 4.36 B).
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4.11. Rekombinant Fibronektin Proteinleri Varliginda Monositlerde STAT3

inhibisyonunun NF-xB Aktivitesi Uzerine Etkisi

Stattic ile inklibe edilen monositlerin bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti
sipernatanlari ve/veya rekombinant fibronektin proteinleri ile kiltiiri yapildi. Bu
kultir kosullarindan elde edilen stpernatanlarin HEK-Blue™ Null2 hiicrelerinde
NF-kB yolagini uyarma kapasitesi degerlendirildi. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlari ile Ozellikle FN-EDA" ve FN-EDA* varhiginda kiltard yapilan
monositlerden elde edilen sipernatanlarin NF-kB aktivitesini belirgin sekilde
uyardigini gostermistik (Bkz. Bolim 4.7, Sekil 4.25 B). Ayni kosullarda, bu
kez STAT3 yolagl inhibe edilen monositlerden elde edilen siipernatanlarin
HEK-Blue™ Null2 hucrelerinde NF-kB aktivitesini ektili bir sekilde azalttig
belirlendi (FN-EDA", RPMI kontrol ile ~ 2 kat azalma, MDA-MB-468 spt. ile ~ 4 kat
azalma, MDA-MB-231 spt. ile ~ 3 kat azalma, HCC38 spt. ile ~ 6.5 kat azalma;
FN-EDA*, RPMI kontrol ile ~ 4.5 kat azalma, MDA-MB-468 spt. ile ~ 6.5 kat azalma,
MDA-MB-231 spt. ile ~ 4.5 kat azalma, HCC38 spt. ile ~ 5 kat azalma) (Sekil 4.37).
Stattic varliginda, kontrol ve pFN iceren kosullardan elde edilen siipernatanlar da
NF-kB aktivitesinde azalmaya yol agsa da bu azalma oranlari FN-EDA" ve FN-EDA*
rekombinant proteinleri igeren kosullardaki gibi etkin olmamistir (Sekil 4.37). Bu
durum bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlari ve rekombinant FN-EDA
proteinleri varliginda monositler tarafindan Uretilen faktorlerin NF-xB aktivitesini

uyarma kapasitesinin STAT3 inhibe edildiginde azaldigini gostermektedir.



HEK-Blue™ Null2 Hiicresi
NFxB Aktivitesi

Sekil 4.37.
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Bazal-benzeri meme kanseri hicre hatti supernatanlar ve/veya
rekombinant FN (pFN, FN-EDA" ve FN-EDA*, 15 ug/mL) proteinleri
ile inklibe edilen monositlerde STAT3 inhibisyonunun NF-kB aktivitesi
Uzerine etkisi. Stattic (5 uM) ile 45 dk. inkiubasyon sonrasinda
stipernatanlar ve/veya rekombinant FN proteinleri ile 5x10° hiicre/mL
olacak sekilde 24 saat boyunca kiltlri yapilan monositlerden elde
edilen slipernatanlarin NF-kB aktivitesi etkisi bildirici deneyler ile analiz
edildi. Bar grafiklerindeki degerler Stattic icermeyen kosullara gore
NF-kB  aktivitesindeki  degisimleri  gdstermektedir. istatistiksel
analizlerde Stattic iceren kosullarin  verileri kontrol olarak
Stattic icermeyen kosullarda meme kanseri hiicre (MDA-MB-468,
MDA-MB-231 ve HCC38) supernatanlari ve/veya rekombinant FN
proteinleri ile inkiibe edilen monositlerden elde edilen veriler
ile karsilastirildi. (MB-468, MDA-MB-468; MB-231, MDA-MB-231;
Spt, stipernatan; * p<0.05, ** p<0.01; n=3)
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5. TARTISMA

Bazal-benzeri meme kanseri, diger meme kanseri alt-tiplerine kiyasla, immun
uyarici ve/veya inflamasyonu destekleyici bir karaktere sahiptir (182). Bu durum
hem miyeloid hiicre hem de T lenfositler tarafindan belirgin diizeyde infiltrasyon
gostermeleri ile uyumludur (183). Tumor dokusunda bulunan hiicre-disi matriks
bilesenleri, 0Ozellikle fibronektin, miyeloid hiicrelerin dokuya vyerlesimine ve
farklilasmasina katkida bulunur (5). Tumdrdeki makrofajlar STAT3 transkripsiyon
faktorinin katkisi ile immin baskilayici karakter kazanir (6). Ylksek STAT3
aktivitesine sahip tumor-iliskili makrofajlar, inflamatuvar sitokinler Ureterek
mikrocevrenin olusumuna ve tlimor gelisimine katki saglar (7). Bunun yani sira,
timor mikrogevresinde proteolitik aktiviteye sahip elastaz-2 gibi enzimlerin varlig
bilinmektedir. Bu enzimler fibronektini 6zgul bolgelerden keserek EDA bdlgesi gibi
kriptik kisimlarin ortaya ¢ikmasini sagladigi ve bunlarin miyeloid hicreleri TLR4
reseptorleri Uzerinden uyarabildigi savunulmaktadir (8).

Bu tez calismasinda, meme kanseri hiicrelerinden Uretilen fibronektinin
miyeloid hiicre karakteri Uzerine etkisi arastirilmistir. Yiksek STAT3 aktivitesine
sahip miyeloid hiicrelerden dretilen IL-1’nin bazal-benzeri meme kanseri
hicrelerinde fibronektin Uretimine etkisinin ve miyeloid hiicrelerden (retilen
elastaz-2 aktivitesiyle olusan FN-EDA parcalarinin TLR4 aracili olarak iL-1p Gretimine
etkisinin arastirilmasi bu calismanin temel amaclari arasindadir. Elde ettigimiz
bulgulara gore;

e Bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri immatir miyeloid hiicrelerde fenotipik
olarak monositik karakteri destekledi.

e Bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri miyeloid hiicre hatlarinin CD4* T hiicre
proliferasyonunu uyarma kapasitesini azaltirken, primer monositlerde tersi bir
durum gozlendi.

e Bazal-benzeri meme kanseri hicreleri miyeloid hiicrelerde kemotaksis
kapasitesini artirirdi. Reaktif oksijen tirlerinin tretim diizeyleri meme kanseri
hiicrelerinin etkisiyle miyeloid hiicre hatlarinda artarken monositlerde

degismedi.
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e Bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri miyeloid hiicrelerde STAT3 aktivitesini
ve iL-1B salimini artirdi.

e Bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri miyeloid hiicre hatlarinda elastaz-2
salimini azaltti monositlerde ise artirdi.

e Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinde fibronektin ve FN-EDA dizeyleri
yuksek idi. iL-1B, fibronektin ve FN-EDA diizeylerini artirdi.

e Rekombinant FN-EDA’nin TLR4 aracihgl ile NF-kB aktivitesini uyarmadigi
belirlendi.

e FN-EDA varliginda monositlerden ve bazal-benzeri meme kanseri
hiicrelerinden salgilanan faktorler TLR4’ten bagimsiz olarak NF-kB aktivitesini
artirdi. STAT3 inhibisyonu ise NF-kB aktivitesini azaltti.

e Bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinden salgilanan faktérler ve FN-EDA
monositlerde iL-1B salimini artirdi. STAT3 inhibisyonu ile iL-1B salimi azaldi.
Farkli asamalarda (Stattic, shSTAT3, STAT3DN) inhibe edilen STAT3
aktivasyonunun iL-1B, TLR4 ve elastaz-2 Uzerine etkilerinin farkli oldugu
gozlendi.

Sonug olarak, FN-EDA salimi yapan meme kanseri hiicrelerinin inflamatuvar
siirecleri daha ileri bir asamaya tasiyabilecegi ve bunun STAT3 — iL-1B — fibronektin
arasinda gergeklesen pozitif geri-bildirim mekanizmasi ile desteklenebilecegine dair

0zglin veriler elde edilmigtir.

5.1. Caisma Kapsaminda Kullanilan in vitro Deney Modellerinin

Degerlendirilmesi

Bu calismada akut miyeloid l6semi hiicre hatlar (KG-1, HL-60, THP-1 ve
U937) immatlir miyeloid hiicre modeli olarak kullanilirken, saglikl bireylerden elde
edilen periferik kan monositleri ise elde edilen verileri dogrulama amaciyla
kullanildi. Miyeloid hiicre hatlari ve primer monositler ile yapilan bazi analizlerde
birtakim uyumsuzluklar olabilecegi gortlmustir. Bu kisimda, literatlirde siklikla
monosit modeli olarak kullanilan miyeloid hiicre hatlari ve primer monositler

arasindaki farklarin calisma sonugclarina nasil yansimis olabilecegi tartisiimistir.
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Canli organizmadan taze olarak izole edilmis (ex vivo) hicreler
kaynaklandiklari mikrogevreyi ve organizmanin in vivo durumunu daha iyi temsil
etseler de dondrler arasindaki ¢esitlilik periferik kan monositleri ile yapilan
analizlerin yorumlanmasini karmasik hale getirir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinden
koken alan miyeloid hiicre hatlari, hiicresel fonksiyonlarin, mekanizmalarin ve
yanitlarin g¢alisiimasinda 6énemli in vitro sistemler olarak rol oynar. Hiicre hatlari
cogalma kapasitelerinin yliksek olmasi, homojen genetik ve epigenetik 6zellikler
tasimalari ve sonuglarin tekrarlanabilirligi agisindan periferik kan monositlerine gore
bazi avantajlara sahiptir. Diger yandan, monositlerin eldesi sinirh diizeydedir ve
canlihgini siirdiirmek icin inflamatuvar molekiillere (LPS, TNF-a ve iL-1pB) ihtiyag
duyabilir (184). Bu avantajlara ragmen, hiicre hatlari malign yapisindan dolayi
kansere 06zgli genlerin ve proteinlerin aktivitesi sonucu dogal mikrogevredeki
esdegerlerine gore farkli 6zellikler ve fonksiyonlar gosterebilir (185).

Akut miyeloid I6semi hiicre hatlari hastaliklarin gelisiminde immin
hicrelerin rolinli arastirmak igin periferik kan monositlerinin ve makrofajlarin
yerine model olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Farkli olgunlasma diizeyinde
bulunan bu hiicre hatlari timoér hiicreleri tarafindan tretilen molekiiller ile veya bazi
ajanlar (6rnegin; LPS, PMA, DMSO, vitamin D3, retinoik asit ve kalsiyum iyonoforlari)
aracihgi ile daha olgun hale getirilebilir veya farklilasabilirler (186-188).

Literatlirde yer alan galismalarda CD11b, CD11c ve CD14 belirtegleri miyeloid
hiicre hatlarinda distk diizeyde bulunurken monositlerde yiiksek diizeyde ifade
edilir. Miyeloid hiicre hatlarinin olgunlagsmasi ile beraber bu belirteclerin diizeyinde
artis meydana gelir. Boylece monosit benzeri fenotip kazanabilir (189, 190). Ayrica,
kanser hicreleri miyeloid hicre hatlarinin ve monositlerin olgunlasmasina ve
farklilasmasina etki ederek makrofaj benzeri karakter kazanmasini saglayabilir.
Kolon kanseri hiicre slipernatanlarinin THP-1 hiicrelerinde distk diizeyde bulunan
CD11b ve CD40 belirteclerinin dizeylerini artirdigi bildirilmistir (191). Pankreas
kanseri ve kiglk hicreli-disi akciger kanseri hiicre stipernatanlarinin monositlerde
CD14 duzeylerini artirdigi belirtilmistir (192, 193). Diger yandan, meme kanseri

hicre hatlarinin miyeloid hicrelerin monosit/makrofaj benzeri fenotip kazanmasini
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sagladigl gosterilmis (194-196). Bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinin liminal
hicrelere gore daha etkili bir sekilde bu fenotipi uyardigi belirtilmistir (4).
Gerceklestirdigimiz calismada, literatiirle uyumlu sekilde CD11b, CD11c ve CD14’lin
miyeloid hiicre hatlarinda disik diizeyde monositlerde ise yiksek diizeyde oldugu
goraldiu. Miyeloid hicre hatlarinin  meme kanseri hicre hatlari ile yapilan
ko-kultirlerinde veya meme kanseri hiicre slipernatanlarn ile yapilan kltirlerinde
bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinin THP-1 hicrelerinde monositik hicre
belirtegleri olan CD11b, CD11c, CD14 ve CD40 dizeylerini hem kontrole hem de
[iminal meme kanseri hiicre hatti ile yapilan kiltlrlere gore belirgin sekilde
artirdigini goézlemledik. Bu sonuclar, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden
salgilanan faktorlerin THP-1 hiicrelerinin olgunlasmasinda liminal hicrelere gore
daha etkili oldugunu ortaya koymustur. THP-1 hiicrelerinde monositik belirteclerde
meydana gelen artislarin literatir ile tutarh oldugu gorildi. Bazal-benzeri meme
kanseri hiicre slipernatanlarinin etkisiyle THP-1 hiicrelerinde artan CD14
dizeylerinin monositlerdeki bazal CD14 diizeyleri ile esdegerde oldugu goézlendi. Bu
durum, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin THP-1
hiicrelerinin  monosit benzeri fenotipe olgunlasmasinda etkili olabilecegini
gostermektedir. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre slpernatanlarinin etkisiyle
monositlerdeki CD14 diizeylerinin daha fazla artmasi da literatiir ile uyumludur.
THP-1 hicrelerinde diisik diizeyde bulunan CD11lb bazal-benzeri meme
kanseri hicre stpernatanlarinin etkisiyle artmasina ragmen monositlerdeki bazal
protein ifade dlizeyine erisememistir. Monositlerde CD11b diizeylerinin tim meme
kanseri hiicre supernatanlari ile vyapilan kiltlirlerde degisim godstermemesi
monositlerde  halihazirda  yiksek diizeyde bulunan CD11lb belitecinin
bu slipernatanlarin etkisyle daha fazla artamayacagini distindirmektedir.
Bazal-benzeri meme kanseri slipernatanlarinin etkisiyle olgunlasan THP-1
hiicrelerinde CD11c diizeyleri artmasina ragmen monositlerde bu belirtecin
dizeyleri ilging bir sekilde azalmistir. Literatlirde yer alan ¢alismalarda farklilasma ile
beraber CD11c dizeylerinin artacagl veya ylksek diizeyde oldugu icin degisime

ugramayacagl belirtilmesine ragmen bu c¢alismada monositlerdeki CD11c
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dizeylerinin azalmasi tutarliik gostermemektedir. Literatlirle uyumlu olarak bu
¢alismada da CD40 dizeylerinin hem miyeloid hiicre hatlarinda hem de
monositlerde diisik dizeyde oldugunu gozlemledik. Bazal-benzeri meme kanseri
hicre slipernatanlari varliginda THP-1 hicrelerinde CD40 dizeyleri kontrole ve
[iminal meme kanseri hiicre slipernatanlarina goére artmasina ragmen monositlerde
meme kanseri hiicre hattina 6zgil olarak degisim gosterdigi belirlendi. Bazal-benzeri
meme kanseri hicre hatti siipernatanlari monositlerde CD40 diizeylerini MCF-7
hiicre siipernatanlarina gore artirirken BT-474 hiicre slipernatanlarina gore azaltt.
Bu sonuglara goére, THP-1 hiicreleri CD11lc ve CD40 agisindan meme kanseri
calismalarinda her zaman uygun bir monosit modeli olmayabilir.

U937 hiicreleri ile yapilan analizlerde ise bazal-benzeri meme kanseri
hicreleri varhginda CD11b ve CD11c dizeylerini kontrol ve liminal meme kanseri
hiicre hatlariyla yapilan kiiltlirlere gére artarken CD40 hem bazal-benzeri hem de
[iminal meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari varliginda artti. CD14 diizeylerinde
belirgin bir degisim gbézlenmedi. U937 hicrelerinin bazal-benzeri meme kanseri
hicre hattinin etkisiyle daha olgun bir fenotipe farkhlasmasinin uyarilabilecegini
gostermistir. Ancak, bu olgunlasma dizeyinin THP-1 hcrelerindeki gibi etkili bir
sekilde gerceklesmedigi gozlendi. Bu nedenle, U937 hiicrelerinin bu c¢alisma icin
THP-1 hiicreleri kadar uygun bir model olmadigi gorildi.

KG-1 gibi miyeloblastik hiicre hatlarinda yliksek diizeyde ifade edilen CD34
hiicre ylizey belirtecinin ifadesi olgunlasma ile beraber azalir (186, 197). CD34'{in
yani sira bu hicrelerde T lenfositlere antijen sunumunda rol oynayan HLA-DR
dizeyleri de yiksektir (197). Bu calismada, KG-1 hiicresinde CD34 ve HLA-DR
diizeylerinin yiksek oldugunu gordik. Liminal (MCF-7) ve bazal-benzeri
(MDA-MB-231) meme kanseri hicre hatti ile yapilan ko-kiltiirlerde CD34
diizeylerinde azalmalar gerceklesse de bu azalmalarin anlamli olmadigi gorulda.
HLA-DR belirtecinin ise bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti ile yapilan
ko-kultirlerde arttigi gozlendi. Ancak bu artisin anlamli diizeye ulasmadigi
belirlendi. Meme kanseri hiicre hatlari ile yapilan ko-kiltirlerde KG-1 hiicrelerinde

dendritik hilicre veya makrofaj belirteclerinde belirgin bir degisim saptanmadi.
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Bu sonuclar, 6zellikle bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinin KG-1 hicrelerinin
olgunlagsmasini uyarma potansiyeline sahip olabilecegini ancak, bu olgunlagsmanin
ileri dizeyde gerceklesemeyecegini gostermektedir. HL-60 hiicrelerinde ise ylizey
belirteclerinde belirgin bir degisim gozlenmedi. Bu durum, meme kanseri
hicrelerinin - HL-60 hlcrelerinin  herhangi bir miyeloid hiicre fenotipine
farklilasmasinda etkili olmadigini géstermistir. KG-1 ve HL-60 hiicrelerinin THP-1 ve
U937 hiicre hatlarina gére daha erken olgunlasma diizeyinde bulunmasi ve olgun bir
miyeloid hiicreye farklilasmasi icin gen ve protein yapisinda ¢ok fazla degisiklik
gerektirdigi sekilde agiklanabilir.

Kandan dokuya gé¢ eden monositler makrofajlara farklilasir. inflamatuvar
mikrocevreden  gelen  uyaranlar  makrofajlarin  pro-inflamatuvar  veya
anti-inflmatuvar karakter kazanmasini saglar. Pro-inflamatuvar makrofajlar
mikrogevreden topladiklari antijenleri CD4* T hiicrelere sunarak onlari aktive eder ve
cogalmalarini destekler; anti-inflamatuvar 6zellikteki makrofajlar ise CD4* T
hiicrelerin ¢ogalmasini engeller veya baskilayici hiicrelere donlismesine neden
olurlar (83, 75). Bu tez ¢alismasinda, meme kanseri hiicre stipernatanlari ile inkiibe
edilen miyeloid hicrelerin CD4* T hiicre ¢ogalmasini uyarma kapasiteleri de
fonksiyonel farklilasmayi belirlemek amaciyla degerlendirildi. Bazal-benzeri meme
kanseri hiicre hatti stipernatanlari ile kiltiri yapilan THP-1 ve U937 hiicrelerinin
kontrole ve liminal meme kanseri hiicre slipernatanlari ile uyarilan miyeloid hiicre
hatlarina gére CD4* T hiicrelerin cogalmasini uyarma kapasitesini azalttigi belirlendi.
Diger taraftan, monositlerin ise liminal meme kanseri hiicre slpernatanlarinin
etkisiyle CD4* T hiicre ¢ogalmasini azalttig1 gozlendi. Bu sonuglar, monositler ve
miyeloid hiicre hatlarinin CD4* T hiicre Uzerindeki etkilerinin farkh oldugunu
gostermektedir. Miyeloid hiicre hatlari meme kanseri hiicrelerinden salgilanan
faktorler aracihgl ile ©6nce monosit sonrasinda makrofaj-benzeri hicrelere
farklilasmaya calisirken, monositler daha olgun hiicreler olup bu faktorler araciligi ile
dogrudan makrofajlara farklilasma siirecine girer. Farkli olgunlasma asamalarinda
olan bu hiicreler meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin etkisiyle CD4* T

hiicreler lzerinde farkh etkilere sahip olabilir. Ayrica, miyeloid hiicre hatlarinin da
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bir kanser hicresinden kdken almasi dogal mikrogevredeki esdegerlerine gore farkli
davraniglar sergilemesine yol acabilir. Gergeklestirdigimiz fenotipik analizlerde
ko-stimulator etkiye sahip CD40 belirtecinin bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlari varliginda THP-1 ve U937 hicrelerinde arttigi monositlerde ise
azaldig1 gézlenmesine ragmen bu miyeloid hlicre hatlarinin ve monositlerin CD4* T
hlcrelerin ¢ogalmasini uyarma kapasitelerine etkilerinin farkli olmasi CD40
belirtecinin bu silirecte etkin bir rol oynamadigini géstermektedir. Bu nedenle,
meme kanseri hiicre stipernatanlari ile kiiltliri yapilan miyeloid hiicre hatlarinda ve
monositlerde ko-stimuilatér ve ko-inhibitér molekillerin ifade dlzeylerinin
incelenmesi ve miyeloid hiicreler ile ko-kultliri yapilan CD4* T hiicrelerinin hangi
T hiicre alt-tipine (Th1l, Th2, Treg) farkhlastiginin belirlenmesi CD4* T hiicreler
Uzerindeki farkh etkilerin anlagilmasina isik tutacaktir.

Monositlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri inflamatuvar molekillere yanit
olarak inflamasyon bolgesine go¢ edebilmesidir. Kanser hiicreleri tarafindan lretilen
kemoatraktan maddeler dolasimdaki monositleri timér mikrogevresine ¢ekerek bu
hiicrelerin immun baskilayici fenotipe donistirmektedir (24). Literatlirde yer alan
calismalarda THP-1 hiicre hatti ve monositlerin farkhlasmalarina yanit olarak
kemotaksis kapasitelerinin arttigi belirtilmistir. U937 hiicrelerinin ise kemotaksis
kapasitelerinin zayif oldugu gosterilmistir. Monositler ve THP-1 hiicreleri ¢ok sayida
kemoatraktan madde iceren FBS’e daha iyi yanit vermektedir (189). Bazal-benzeri
meme kanseri, akciger, prostat ve pankreas kanser hiicrelerinden salgilanan
faktorlerin monositlerin kemotaksis kapasitesini artirdigi belirtilmistir (193). Ayrica,
bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlar ile ko-kdltir( yapilan THP-1 ve U937
hiicrelerinin Iiminal meme kanseri hiicre hatlari ile yapilan ko-kiltlrlere goére
kemotaksisi daha fazla artirdigi gosterilmistir (4, 196). Bu tez ¢calismasinda, literatiir
ile uyumlu sekilde, THP-1 hiicrelerinde bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlarinin  etkisiyle kemotaksis kapasitesinin arttigi liminal hiicre
sipernatanlarinin etkisiyle ise azaldigi belirlendi. Monositlerde ise kemotaksis
kapasitesinin hem Iiminal hem de bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlari

ile arttig1 belirlendi. Bu durum, bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlari
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varliginda THP-1 hiicrelerinin, inflamatuvar hiicre goclinde monositlere yakin bir
hlcre modeli olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Reaktif oksijen turlerinin (ROT) diizeyi monosit/makrofaj olgunlasmasi ve
farklilasmasi sonucu artar. Ozellikle M1 makrofajlarin yiiksek diizeyde ROT Urettigi
belirtilmistir (195, 198). Diger taraftan, ROT tUmor mikrogevresinde immiin
baskilama ve makrofaj farklilasmasi gibi fonksiyonlari sayesinde timor gelisimine
katki saglar (199, 200). Kolon kanseri hiicre slipernatanlari ile inkiibasyon sonrasi
THP-1 hiicrelerinde ROT dizeylerinin arttigi gosterilmistir (191). Gergeklestirdigimiz
¢alismada, liminal ve bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlarinin hem
THP-1 hem de U937 hicrelerinde ROT dretimi artirdigi belirledi. Bu artis
monositlerin bazal ROT lretme dilizeyine es degerdir. Monositlerde ise meme
kanseri hiicre stpernatanlari ile inkiibasyon sonrasi ROT Uretiminde bir degisim
olmadi. Bu sonuglar, meme kanseri hiicre stipernatanlari ile kiiltlirti yapilan miyeloid
hlcre hatlarinin ROT Uretimi agisindan monositler ile ayni diizeye ulasabildigini ve
timor mikrogevresinde ROT Uretimini artirarak oksidatif stresi indikleyebilecegini
gostermektedir.

Fagositoz, makrofajlarin temel fonksiyonel 0Ozelliklerinden birisidir. Doku
makrofajlari, doku homeostazini saglamak icin fagositoz ile apoptotik hicreleri
yok ederler. Bu olay sirasinda pro-inflamatuvar sitokin Uretimi baskilanip
anti-inflamatuvar efektoérlerin tretimi desteklendiginden fagositoz kapasitesi yliksek
makrofajlar genellikle M2 fenotipi olarak degerlendirilir. MRC1 ve CD14 apoptotik
hicrelerin fagositozuna aracilik eder (201). Primer monositlerin fagositoz kapasitesi
THP-1 ve U937 hiicrelerine gore yiksektir. Fagositoz kapasitesinin anti-inflamatuvar
karaktere sahip primer monositlerde arttig1 belirtilmistir (202). Bu c¢alismada da
monositlerin fagositoz kapasitesinin THP-1 ve U937 hiicrelerine gore daha fazla
oldugunu gozlemlendi. Meme kanseri hiicre stipernatanlarinin THP-1 ve U937 hiicre
hatlarinda ve periferik kan monositlerinde fagositoz aktivitesini etkilemedigi
gorildi. THP-1 hiicresi ve monositlerde bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden
salgilanan faktorlerin etkisiyle CD14 diizeyleri artsa da bunun fagositoz aktivitesine

etki etmedigi gorildi. Bu durum, meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin
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miyeloid hicre hatlari ve monositlerin tam olarak makrofajlara farklilasmasini
saglayamadig icin yeterli fagositoz aktivitesi sahip olmadigi seklinde yorumlandi.

TLR4, miyeloid farkhlasma faktéri (MD)-2 ve CD14 proteinleri ile kompleks
olusturarak fonksiyonel hale gelir (108). NF-kB, TLR4 kompleksi tarafindan uyarilan
baslica transkripsiyon faktoridir ve timor mikrogcevresinde timor gelisimini
destekleyen pro-inflamatuvar molekillerin Gretilmesini saglar (79). Bu tez
calismasinda, bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlari ile kiltirl yapilan
THP-1 hicrelerinde TLR4 gen ifadesinde belirgin bir degisim gdzlenmezken U937
hiicrelerinde MDA-MB-231 hiicre stpernatani etkisiyle arttigi, diger bazal-benzeri
meme kanseri hiicre stipernatanlari varliginda ise azaldigi goérildi. TLR4 protein
ifadesinin THP-1 hiicrelerinde ve monositlerde benzer diizeyde oldugu gorildu.
Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin etikisyle THP-1
hiicrelerinde TLR4 dizeyleri degismezken monositlerde azaldigi belirlendi. Bu
durumun hicrelerin olgunlasma asamalari ile ilgili oldugu dusinilmustir. THP-1
hiicreleri monosit-benzeri fenotipe olgunlasmasi sirasinda TLR4 dizeylerini
korurken monositlerin  makrofaj benzeri fenotipe farklilasmasi sirasinda
bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinden salgilanan faktorlerin etkisiyle
pro-inflamatuvar yolaklari uyarabilen TLR4 diizeylerini azaltmasi anti-inflamatuvar
karakter kazanmasinin bir isareti olabilir.

Pro-inflamatuvar sitokin olan iL-18 monositlerden ve dokuda M1
polarizasyonuna sahip makrofajlardan uretilir (201, 202). TLR4 aracilig ile aktive
olan NF-xB iL-1B iretimini saglayan baslica mekanizmadir (100). Ancak, bu
mekanizma digsinda baska sinyal yolaklari da (MAPK, PI3K, STAT3, JNK1/2) iL-1B
Uretiminde rol oynamaktadir (203-206). Timér mikrogevresindeki iL-1B’nin asil
kaynagi TAM'lardir. iL-1B, timér gelisimini destekleyen inflamatuvar mikrogevrenin
olusmasinin yani sira timor hiicrelerinin sagkalimi, anjiyogenez, metastaz ve immiin
baskilamada da rol oynar (116, 198). Literatirde yer alan calismalarda PMA ile
olgunlagsmalari uyarilan THP-1 ve HL-60 hiicre hatlarinda iL-1B Gretiminin arttig
belirtilmistir. Metastaik akciger kanseri hiicre hatti siipernatanlari ile kiiltlri yapilan

makrofajlarda IL-1B gen ifadesi artmistir. Agresif yapiya sahip bazal-benzeri meme
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kanseri hiicre hatti ile ko-kiiltiirii yapilan THP-1 hiicrelerinde iL-1B gen ve protein
ifadesinin arttig gdsterilmistir (4). Ayni calismada, iL-1B artiginin THP-1 hiicrelerinin
artan kemotaksis kapasitesi ile iliskili oldugu liminal hicreler ile ko-kultlrQ yapilan
THP-1 hiicrelerinde ise IL-1B diizeyi ve kemotaksis kapasitesinin disiik oldugu
belirtilmistir (4). Gergeklestirdigimiz c¢alismada, bazal-benzeri meme kanseri
hiicrelerinden salgilanan faktérlerin THP-1 hiicrelerinde iL-1B gen ifadesini erken
evrede arttirabilecegi gosterildi. U937 hiicrelerinde ise iL-1B gen ifadesinin belirgin
sekilde azaldigi gorildi. THP-1 hiicrelerinde bazal-benzeri meme kanseri hiicre
siipernatanlarinin etkisiyle iL-1B saliminin arttigi ancak bu artisin disiik diizeyde
kaldigi belirlendi. Kolon kanseri hiicre hatti siipernatanlari ile yapilan bir ¢calismada
da THP-1 hiicrelerinde iL-1B dizeylerindeki artigin disiik seviyede kaldigi
belirlenmistir (191). Bu durum elde ettigimiz sonuglarin literatir ile uyumlu oldugu
gostermektedir.  Monositlerde ise sadece MDA-MB-231  hiicre  hatt
stipernatanlarinin iL-1B salimini destekledigi belirledi. Elde ettigimiz bulgulara gore
timér hicrelerinden salgilanan faktérler iL-1B dretimini  destekleyebilir ve
monositlerin/makrofajlarin ~ timoér  gelisimini  destekleyen bir  mikrogevreyi
sekillendirmede kritik 6neme sahip oldugunu gosterebilir. Diger taraftan, THP-1
hiicrelerinin MDA-MB-231 hiicre hatti sipernatanlari ile yapilan c¢alismalarda
monosit modeli olarak kullanilabilecegini gésterse de THP-1 hiicrelerinde IL-1P
dizeylerindeki artislarin diisiik seviyede kalmasi modelin uygunlugu ile ilgili soru
isaretleri dogurmaktadir. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlari
varliginda THP-1 hiicrelerinde ve monositlerde CD14 dizeyleri artmasina ragmen
TLR4 dizeylerinin degismemesi veya azalmasi ve MD2 diizeylerinin diisiik olmasinin
yani sira hem THP-1 hem de monositlerde NF-kB aktivitesinin yeterince
uyarilamamasi bu hiicrelerdeki TLR4 kompleksinin ve NF-kB’nin verimli bir sekilde
aktivasyon géstermemesine ve bu nedenle iL-1B diizeylerindeki artiglarin diisiik
seviyede kalmasina yol agabilir. Diger taraftan, bu durum IL-1B artisinda bagka
mekanizmalarin da etkili olabilecegini gosterir. Elde ettigimiz bulgularda literatdr ile
uyumlu olacak sekilde bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinden salgilanan

faktorlerin hem THP-1 hiicresinde hem de monositlerde IL-1B tretimini artirmasi
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kemotaksis kapasitesindeki artis ile tutarh olmasina ragmen bu artislarin disik
seviyede olmasinin kemotaksis aktivitesi lizerinde belirgin bir etki yaratacagini
dislindirmemektedir. Kemotaksis artisinda meme kanseri hiicrelerinden salgilanan
diger faktorlerin etkisi daha belirleyici olabilir. Liminal meme kanseri hiicre
sipernatanlari ile yapilan kiltlrlerde monositlerdeki kemotaksis artisi ise literatir
ile uyumlu degildir.

Bir serin proteaz olan elastaz-2'nin baslica kaynag noétrofiller olmasina
ragmen monosit ve makrofajlardan da Uretilmektedir (164, 165). Gergeklestirdigimiz
analizlerde, elastazin nétrofillerde, THP-1 ve monositlere kiyasla daha fazla tretildigi
dogrulandi. Bu enzim nétrofillerdeki azlrofilik granillerde bulunur ve mikrobiyal
organizmalarin yok edilmesini saglar (207) ve iL-8 {retimini artirarak daha fazla
I6kositin inflamasyon bodlgesine gbcglinti uyarir (208). Bu sekilde, pro-inflamatuvar
sireclerde rol oynar. Diger taraftan, elastaz-2 fibronektinde bulunan EDA ve
“tip-1Il 12” kisimlarini birbirinden ayirarak FN-EDA parcalarinin olusumunu saglar (8).
Bu tez ¢alismasinda, bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlari ile kaltdri
yapilan THP-1 hiicrelerinde elastaz-2 mRNA diizeylerinin azaldigi, U937 hiicrelerinde
ise arttig1 goruldi. THP-1 hiicrelerinde bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden
salgilanan faktorlerin etkisiyle, MDA-MB-468 disinda, elastaz-2 saliminin azaldigi,
monositlerde ise arttigl belirlendi. Bu sonuclar, bazal-benzeri meme kanseri timor
mikrogevresindeki monositlerden veya makrofajlardan Uretilen elastaz-2’nin bu
mikrocevrede bulunan substratlarini  etkili bir sekilde isleyebilecegini
desteklemektedir. Diger taraftan, meme kanseri ¢alismalarinda THP-1 hiicrelerinin
elastaz-2 Uretimi agisindan monosit modeli olarak kullaniminin uygun olmadigini
gostermigtir.

Hiicre-disi matriks proteini olan fibronektinin baslica reseptorleri
integrinlerdir (118). Fibronektin ile etkilesen a4, a5, oM, aX, B1, B3 ve B7
integrinleri miyeloid hiicrelerde yaygin sekilde ifade edilir (121). Gergeklestirdigimiz
¢alismada, bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti slpernatanlari ile kaltiri
yapilan THP-1 ve U937 hiicrelerinde fibronektin ile etkilesen integrinlerin gen ifadesi

degerlendirildi. THP-1 hiicrelerinde a5 ve 33 integrinlerin gen ifadesinin arttigi oM
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ve B1 integrinlerin gen ifadesinin ise azaldigi belirlendi. U937 hiicrelerinde aM ve 1
integrinlerin gen ifadesinin arttigl gorildi. Her iki hiicre hattinda da aX, ve B7
integrinlerinin mRNA diizeyi artmasina ragmen bu artislarin U937 hiicrelerinde daha
belirgin oldugu gozlendi. Bu sonuglar, bazal-benzeri meme kanseri mikrogevresinde
bulunan fibronektinin, kullandigimiz  hiicre hatlarina etki edeblecegini
gostermektedir. Diger yandan, THP-1 hiicrelerinde MDA-MB-231 hiicre sipernatani
etkisiyle aM (CD11b) gen ifadesi azalirken protein ifadesi belirgin sekilde artti. Bu
durum, olgunlasmayla beraber hiicrede bulunan CD11b mRNA’sinin hizla proteine
donistigl ve bu nedenle mRNA dizeylerinde azalmanin meydana geldigi seklinde
aciklanabilir. HCC38 hiicre silipernatani CD11b gen ifadesine etki etmedi. CD11b
protein dlizeyi HCC38 slipernatani etkisiyle artmasina ragmen anlamli olmadigi
gorildi. Bu da gen ve protein dizeylerinin birbirini yansittigini géstermektedir.
U937 hiicrelerinde ise MDA-MB-231 hiicre sipernatanlarinin etkisiyle artan CD11b
gen ve protein dlizeylerinin birbiriyle tutarli oldugu goriildii. HCC38 siipernatani ile
kiiltlirt yapilan U937 hiicrelerinde gen ifadesi artmasina ragmen bu artisin protein
diizeyine yansimadigi gorildi. THP-1 hicrelerinde aX (CD11c) integrinlerin gen
ifadesinin MDA-MB-231 hicre slipernatani varliginda degismedigi ancak, protein
dizeylerinin belirgin sekilde arttigi gorildi. HCC38 slipernatani varliginda ise gen
ifadesi minimal sekilde artmasina ragmen protein diizeyinin artis kadar belirgin
olmadigl gorildli. U937 hiicrelerinde ise tam tersi bazal-benzeri meme kanseri
hicrelerinden salgilanan faktorlerin CD11c gen ifadesini etkili bir sekilde arttirdig
ancak, protein dizeylerindeki artislarin disik seviyede kaldigl gorildi. Artan gen
ifadesinin protein diizeyine yansimadigl durumlar, artan mRNA diizeyine ragmen bu
transkriplerin stabilitesinin olmamasi ve translasyon isleminden 6nce yikilmasi ile
aciklanabilir (209).

Sonuc¢ olarak, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan
faktorlerin etkisiyle olgunlasan miyeloid hiicre hatlarinin her parametre icin monosit
hiicre modeli olarak kullanilamayacagi goriildii. CD14 dizeyi, kemotaksis kapasitesi
ve IL-1B dretimi acgisindan THP-1 hiicreleri uygun monosit modeli olarak

degerlendirilebilir. Ancak, CD4* T hiicre ¢ogalmasini uyarma kapasitesi, elastaz-2
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Uretimi, ROT Uretme kapasitesi, CD11b, CD11c, CD40 ve TLR4 diizeyi agisindan
THP-1 hiicreleri uygun monosit modeli olmayabilir. Ozellikle CD14 ve ROT diizeyleri
bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlari varliginda ancak monostlerdeki
bazal diizeye ulasmaktadir. Diger taraftan, THP-1 hicrelerinin monositik modeli
U937 hiicrelerine goére daha iyi yansittigi gozlemlendi. U937 hiicrelerindeki
degisimlerin disik seviyede kaldigi ve monositik hiicre modelini tam olarak

yansitmadigi gorildi. Bu nedenle, U937 hiicre hatti bazi analizlerde kullaniimadi.

5.2. Meme Kanseri Hiicreleri Tarafindan Miyeloid Hiicrelerde STAT3

Aktivitesinin Uyarilmasi

STAT3 transkripsiyon faktori tiimor mikrogevresinde yaygin olarak bulunan
TAM ve MDSC'lerin immiin baskilayici karakter kazanmasini saglar ve tamamen
olgunlasmasini engeller (6, 10, 90). TAM’lar meme kanseri mikrocevresinde yiksek
miktarda bulunur ve kanser gelisimine katki saglar. Meme kanseri mikrogevresinde
TAM'’larda STAT3 aktivasyonunu saglayan faktorler mevcuttur (33, 34). Bu tez
¢alismasinda, meme kanseri hiicre modeli olarak kullanilan hiicre hatlarinda STAT3
transkripsiyon faktoriinii uyaran aktivatorler farkh diizeylerde ifade edilebilmektedir
(Gene-E Broad Institute, Tablo 5.1). Farkhh meme kanseri alt-tiplerine ait meme
kanseri hiicre hatti stipernatanlari ile kiltlirt yapilan THP-1 ve U937 hiicrelerinde
STAT3 aktivasyonu degerlendirildi. Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden
salgilanan faktorlerin STAT3 aktivasyonunu etkili bir sekilde artirdigi gorildi. Bu etki
monositlerle de dogrulandi. Diger alt-tiplerde belirgin bir degisim gbézlenmedi. Bu
durum, bazal-benzeri meme kanseri mikrogevresinde miyeloid hiicrelerde artan
STAT3 diizeylerinin bu hiicrelerin immin baskilayici karakter kazanmasi ile iligkili
olabilecegini gostermektedir. STAT3 aktivasyonunda bazal-benzeri meme kanseri
mikrocevresindeki bircok faktorin etkili olmasi miyeloid hiicreler lizerinde hangi
faktorlerin tam olarak rol oynadigini net bir sekilde ortaya konulmasini
zorlastirmaktadir. Diger taraftan, bazal-benzeri meme kanseri hiicre siipernatanlari
THP-1 hiicrelerindeki STAT3 gen ifadesinde belirgin bir degisime neden olmaz iken

U937 hiicrelerinde uzun siireli uyarimlarda STAT3 gen ifadesinin azaldigi belirlendi.
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Azalan veya degismeyen mRNA dizeylerinin artan protein ifadesi ile iliskili
olabilecegi disinilmektedir. Ayrica, bu duruma etki eden diger yolaklar da STAT3
gen ve protein ifadesine veya aktivasyonuna negatif geri-besleme yapabilir

(210, 211).

Tablo 5.1. Meme kanseri hiicre hatlarinda STAT3 aktivatorlerinin gen ifadesi

MCF-7 BT-474 T47D ZR75-1 | SKBR-3 | MB-468 | MB-231 | HCC38 | Kaynaklar
iL-6 87, 88
LiF ] 87
Onkostatin M 87, 88
iL-11 87,88
CTF1 38
iL-10 88, 90
iL-21 | 88, 212
iL-23 213
VEGF-A ] 90
VEGF-B ] 90
VEGF-C 90
FGF-2 214
CXCL-12 [ 215
iL-17A ] 216
iFN-y 88, 217
G-CSF(CsF3) | | ] 88, 218
M-CSF (CSF1) 219
GM-CSF (CSF2) 88, 220
PDGF-B ] 88, 220, 221
iL-22 ] 88,222
iL-27 ] 88,223
iL-5 88, 224
iL-9 ] 38
MCP-1 (CCL2) ] | Iss 225
RANTES (CCL5) ] ] 88, 226
EGF 88, 220
TNF-a [ | [ss,227
LIGHT ] 88, 228
SLF (SCF) ] 88, 229
iL-12A ] 88, 230, 231
iL-128 ] 88, 230, 231
TGF-a 88, 232
TGF-B1 233
FN1 ] 154
iFN-B ] 220, 234
iFN-a 234
iL-2 235
Dislik Yiksek
B

LiF, I6semi inhibitér faktorii; CTF1, kardiyotrofin-1; VEGF, vaskiiler endotelyal biyime faktori;
FGF, fibroblast bliyiime faktorli; G-CSF, granilosit koloni uyarici faktor; M-CSF, makrofaj koloni
uyarici faktér; GM-CSF, granilosit makrofaj koloni uyarici; PDGF, platelet kdkenli blylime faktord;
MCP-1, monosit kemoatraktan protein; RANTES, regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted; EGF, epidermal bliylime faktori; TNF, tiimor nekrozis faktor; LIGHT, lymphotoxin homolog,
inducible and competes with HSV glycoprotein D for HveA and is expressed on T-lymphocytes;
SLF (SCF), steel factor (stem cell factor); TGF, transforme edici bliylime faktéri; FN, fibronektin;
iFN, interferon
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STAT3 transkripsiyon faktorld tlimor mikrogcevresinde miyeloid hiicrelerin
immin baskilayici karakter kazanmasinin yani sira, sagkalimi (Bcl-xL, c-myc, siklin D
veya survivin), anjiyogenezi ve invazyonu (VEGF, bFGF, HGF, MMP-2 ve MMP-9)
destekleyerek bu hiicrelerin diizenleyici 6zellik kazanmasini saglar. Diger taraftan,
iL-1B ve iL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinler iireterek tiimér gelisimini destekleyen
mikrogcevrenin olusumunda rol oynar. Bu sitokinleri salgilayan hicreler
pro-inflamatuvar fenotip gosterir (6, 90, 91). Tumor mikrogevresindeki TAM’lar bu
Ozelliklere sahip olup hem anti-inflamatuvar hem de pro-inflamatuvar karakterleri
birlikte barindirabilirler (85). Bu tez c¢alismasinda, bazal-benzeri meme kanseri
hicrelerinden salgilanan faktorlerin miyeloid hiicre hatlarinda ve monositlerde
STAT3 aktivitesini artirmasi TAM benzeri hicrelere farklilasabileceklerini
desteklemektedir. Bu faktérlerin etkisiyle THP-1 hiicrelerinde iL-1p tiretiminin arttig
gozlendi. Monositlerde ise en belirgin STAT3 aktivasyon artisinin MDA-MB-231
hiicre supernatanlari varliginda oldugu gorildd. Ayrica, MDA-MB-231 hiicre
stipernatanlarinin etkisiyle monositlerdeki iL-1B dretiminin arttigi belirlendi. Bu
sonuclar, bazal-benzeri meme kanseri mikrocevresinde yiiksek STAT3 aktivitesine
sahip miyeloid hicrelerin anti-inflamatuvar 6zellikler kazanmasinin yaninda
pro-inflamatuvar siireglerde de rol oynayabilecegini gdstermektedir. Ancak, iL-1B
diizeyindeki artislarin TAM benzeri miyeloid hiicrelerin bazal-benzeri meme kanseri
mikrogevresinde pro-inflamatuvar yanitlarin anti-timor etkiye donismesine sebep
olmayacak sekilde sadece inflamatuvar ortamin devamliligini saglamak adina distk
seviyede tutuldugunu dusindiirmektedir (236).

Sitokin ve blyume faktori reseptorlerinin uyarilmasi sonucu STAT3
transkripsiyon faktoriiniin SH2 boliminde bulunan Tyr705 aminoasidi fosforile olur
ve aktivasyon gergeklesir. Primer timorlerde ve timor hiicre hatlarinda kontrolsiiz
sekilde aktivasyon gosteren ve timor gelisimine katki saglayan STAT3 transkripsiyon
faktorinin aktivasyonu dominant negatif mutant STAT3, siRNA, shSTAT3, tuzak
oligonikleotitler ve inhibitor molekiller ile engellenir ve timor gelisimi
baskilanabilir (237). STAT3 transkripsiyon faktoriiniin miyeloid hicrelerin

inflamatuvar karakteri (izerine etkisini incelemek icin bu transkripsiyon faktorinin
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kiguk inhibitér molekil Stattic ve genetik modifikasyon (STAT3 shRNA, shSTAT3;
dominant negatif STAT3, STAT3DN) aracihg ile farkh sekillerde inhibisyonu
saglanarak pro-inflamatuvar siireclerde rol oynayan parametreler (izerindeki etkileri
degerlendirildi.

Kiglk inhibitor molekiil Stattic, STAT3’Gn SH2 bolimini ile etkilesir.
Boylece STAT3 aktivasyonu, dimerizasyonu ve DNA ile etkilesimi engellenir. Bu
inhibitor, STAT1 ve STATS5b transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu da
azaltmasina ragmen bu proteinlerin fosforilasyonu ve dimer olusturma
kapasitelerine etki etmemistir (237). STAT3DN proteininde STAT3’lin aktivasyonuna
yol agan 705 numarali tirozin amino asitinin (Tyr705) yerine fenilalanin amino asiti
bulunmaktadir. Bu durum, STAT3DN plazmid vektorini iceren hiicrelerde STAT3’lin
inaktif formunun Uretilmesini saglamaktadir. STAT3DN proteini, iliskili reseptor
uyarildiginda hiicredeki endojen STAT3 ile vyarisir. Boylece, bu proteinin
fosforilasyonunu engeller. Fosforilasyonu engellenen STAT3 proteini dimer
olusturamaz ve nikleusa gecip hedef genlerin transkripsiyonunu gerceklestiremez.
Ayrica, STAT3DN proteini ile heterodimer olusturan fosforillenmis endojen STAT3
proteini de fonksiyonel degildir ve DNA ile etkilesime gecemez (174, 180). shSTAT3
ise STAT3 proteinin translasyonunu engeller. Hiicrelere viral transdiksiyon yoluyla
aktarilan shRNA’larin, RNA polimeraz |l veya IIl tarafindan transkripsiyonu
gerceklesir. Sa¢ tokasi sekilde ve cift zincirli yapiya sahip pre-shRNA olusur.
Pre-shRNA nukleusta Drosha/DCGR8 ve daha sonra sitozolde Dicer enzimleri
aracilig kesilir. Boylece cift zincirli siRNA kompleksleri olusur. RNA ile indiiklenen
susturma kompleksi (RISC) c¢ift zincirli siRNA’lari tek zincirli hale getirir ve
hedeflenen mRNA ile etkilesimini kolaylastirir. Bu etkilesim sonucu mRNA’lar
degredasyona ugrar ve proteine doniisimleri engellenir (181, 238). shSTAT3 de bu
mekanizma ile, STAT3 mRNA’sinin proteine donlisimini engeller (173). Stattic
inhibitori STAT3 Uzerinde gecici inhibisyon saglarken viral trasdiksiyon yoluyla
aktarilan STAT3DN ve shSTAT3 plazmid vektorleri STAT3’lin daha uzun sire inhibe
olmasini saglar (173, 174, 213).
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Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin etkiyle
miyeloid hiicre hatlarinda ve periferik kan monositlerinde artan STAT3 aktivasyonu
Stattic varliginda etkili bir sekilde baskilandi. Ayni baskilayici etki shSTAT3/THP-1 ve
STAT3DN/THP-1 hiicrelerinde de gozlendi. THP-1 ve U937 hiicrelerinde Stattic
varliginda STAT3 gen ifadesindeki degisimler incelendiginde bazal-benzeri meme
kanseri hicre slpernatanlar ile yapilan kisa sureli uyarimlarda da azalmalar
goraldu. Uzun sireli uyarimlarda ise STAT3 gen ifadesinin belirgin bir sekilde arttig
gozlendi. STAT3DN/THP-1 hicrelerinde de uzun sireli uyarimlarda STAT3 gen
ifadesinin arttigi shSTAT3/THP-1 hucrelerinde ise etkili bir sekilde baskilandig
goraldi. Bu sonug, inhibitor molekil Stattic’in etkisinin gegici oldugunu ve bu etki
sona erince STAT3’Un tekrar aktivasyon kazanacagini seklinde algilansa da
STAT3DN/THP-1 hiicrelerindeki artislar tam tersi sekilde rebound etkisinin varligini
ortaya cikarabilir. Ancak bu durumun STAT3 protein diizeylerine yansimadigi
belirlendi.

STAT3 aktivasyonun miyeloid hiicrelerde bazal-benzeri meme kanseri hiicre
siipernatanlari varliginda artan IL-1B salim diizeylerine etkisi incelendiginde
inhibitor molekil Stattic ile STAT3 inhibisyonunu 6zellikle THP-1 hiicrelerinde erken
evrede iL-1B gen ifadesini baskiladigi ancak ileri asamalarda bazal diizeyinin yaklasik
olarak 15-20 katina g¢ikmasi ile rebound etkisi yaptigi goruldi. Stattic varlig§inda
bazal-benzeri meme kanseri hilicre stpernatanlari ile kiltari yapilan THP-1
hiicrelerinde ve MDA-MB-231 hiicre stipernatanlari ile kiltlri yapilan monositlerde
IL-1B diizeylerinin azalmasi gen ifadesindeki artisin salgilanan protein diizeyine
yansimadigini gosterdi. Ayrica, bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri ile uzun sireli
uyarilan THP-1 hiicrelerinde ve monositlerde iL-1B salim diizeylerindeki artislarin
dislik seviyede kalmasi kanser mikrogevresinin pro-inflamatuvar mekanizmalardan
ziyade anti-inflamatuvar mekanizmalari daha fazla desteklemesinden o&tiirl
pro-inflamatuvar 6zellikteki molekdillerin ifadesini sinirlayabilecegi seklinde
aciklanabilir. Diger taraftan, shSTAT3/THP-1 hiicrelerinde iL-1B gen ifadesinin
azaldig salgilanan proteinleri diizeylerinin ise arttigi gériildii. Bu sonuca gére, iL-1B

MRNA’sinin proteine donidsmesi sonucu hiicre icindeki miktarinda azalmalar
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meydana gelebilir. STAT3DN/THP-1 hiicrelerinde ise bazal-benzeri meme kanseri
hiicre siipernatanlari ile uzun siireli uyarimlarda iL-1B gen ifadesinin arttigi gézlendi.
Bu artisin salgilanan protein diizeyine yansidig goriildii. Elde edilen bulgulara gore,
Stattic varhginda miyeloid hiicrelerden salgilanan iL-1B diizeyleri azalirken STAT3'U
ozgiin sekilde inhibe eden genetik modifikasyonlar sonucunda IL-1B diizeylerinin
arttigr belirlendi. Bu durum miyeloid hicrelerde anti-inflamatuvar karakterin
kazanilmasinda onemli rol oynayan STAT3 transkripsiyon faktoriiniin bu proteine
ozgli  genetik modifikasyonlar ile inhibe edilmesi sonucu iL-1B dretiminin
artmasi bu hiicrelerde pro-inflamatuvar fenotipi tetikleyebilir. Ancak, iL-1B
timorde inflamatuvar mikrogcevrenin devamliigini saglamada, anjiyogenezde,
timor hicrelerinin - sagkaliminda, immin baskilamada ve metastazda rol
oynamaktadir (42, 43, 49, 116). Timér dokusundaki iL-1B artisi kétii prognoz ile
iliskilendirilmektedir (111). Bu nedenle, STAT3 inhibisyonu sonucu iL-1B
diizeylerindeki artis timor gelisimine katki da saglayabilir. Diger taraftan, inhibitor
molekiil Stattic’in STAT3 disinda iL-1pB iiretiminde rol oynayan diger proteinlere de
etki edebilecegi diisinllmustir. Literatlirde yer alan bir calismada Stattic’in NF-xB
aktivasyonunu baskilamada etkili olabilecegi belirtilmistir (239). Bu calismada,
Stattic varhginda hem miyeloid hiicre hatlarinda hem de monositlerde iL-1B
diizeylerindeki azalmada bu inhibitér molekiliin STAT3’lUn yani sira NF-xB
Uzerindeki etkisinin de roli olabilecegi seklinde acgiklanabilir. Ayrica, STAT3 iL-1B
retimine dogrudan etki etmesinin yaninda iL-1B Uretiminde rol oynayan sinyal
yolaklarina ve proteinlere (NF-kB, MAPK ve PI3K) pozitif veya negatif yonde etki
ederek IL-1B iiretiminin diizenlenmesini saglayabilir (7, 100, 203-205).

TLR4 sinyali ve bu sinyal ile iliskili olan NF-xB aktivasyonu her ne kadar
kanser gelisimini destekleyici rol oynasa da aslil islevi pro-inflamatuvar siireclere
katki saglamaktir (79, 98). Gergeklestirdigimiz analizlerde THP-1 hiicrelerinde TLR4
dizeylerinin yiiksek oldugu belirlendi. STAT3 inhibisyonu ile bu ylizey reseptoériiniin
diizeyleri azalsa da bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin
bu reseptore belirgin diizeyde etki etmedigi gorildi. Benzer durum Stattic ile

inkiibe edilen THP-1, shSTAT3/THP-1 ve STAT3DN/THP-1 hiicrelerindeki TLR4 gen
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ifadesi analizlerinde de izlendi. Bu sonuglar, STAT3’lin TLR4 protein ifadesini
destekleyebilecegi seklinde yorumlandi.

THP-1 hicrelerinde bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlarinin
etkisiyle azalan elastaz-2 gen ifadesinin Stattic varliginda da bu egilimini sirdlirdtGgi
goruldi. MDA-MB-468 sipernatani varliginda belirgin olan elastaz-2 salim
diizeylerinin artisinin  Stattic ile etkili bir sekilde azaldigi gobzlendi. Diger
bazal-benzeri meme kanseri hiicre sitpernatanlari varliginda dusiuk dizeydeki
elastaz-2’nin inhibitor molekil Stattic’ten etkilenmedigi gozlendi. STAT3DN/THP-1
hiicrelerinde elastaz-2 gen ifadesinde belirgin degisimler goriilmemesine ragmen
MDA-MB-468 hiicre slpernatani etkisiyle elastaz-2 salim dizeylerinin etkin bir
sekilde arttigi diger bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlarinin etkisiyle de
azaldigi goruldi. shSTAT3/THP-1 hicrelerinde elastaz-2 gen ifadesi artma egiliminde
olmasina ragmen sadece MDA-MB-231 hiicre slipernatanlarinin etkisiyle bu enzimin
saliminda belirgin bir artis gozlendi. Bu sonuglar, THP-1 hicrelerinde STAT3
inhibisyonunun elastaz-2 diizeylerini meme kanseri hiicre hatlarina gére heterojen
sekilde etkiledigini gostermektedir.

Sonu¢ olarak, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan
faktorlerin  etkisiyle STAT3 artisina bagh olarak pro-inflamatuvar vyanitlar
etkilenmektedir. STAT3 tarafindan diizenlenen iL-1B tiimér mikrocevresinde hem
pro-inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar etki goésterebilir. Stattic varlig§inda
bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin TLR4 proteininde
azalmaya yol agmasi bu reseptdr aracili NF-kB aktivitesi sonucu Uretilen iL-1PB
dizeylerinin azalmasina neden olabilir. Elde edilen tim veriler bir arada
yorumlandiginda, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktoérlerin
miyeloid hiicre olgunlasmasi, STAT3 ve IiL-1B eksenini etkileyerek immin

diizenlenmeye sebep olabilecegi yoniinde bilgiler elde edilmistir.
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5.3. Fibronektinin Meme Kanseri Mikrogevresindeki Miyeloid Hiicreler

Uzerine Etkisi

Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinin koken aldigi miyoepitelyal hiicreler
fibronektin, kollajen ve laminin gibi hiicre-disi matriks bilesenlerini treterek bazal
membranin olusumuna o6nemli katki saglar (18). Kanser gelisimi sirasinda,
bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri epitelyal-mezenkimal gecis stirecinde yuksek
diizeyde fibronektin dretir. Bu durum, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinin
mezenkimal o6zellik kazanmasina kati saglar (1, 154). Diger taraftan, duktal
karsinoma in situ asamasindan invazif kanser histopatolojisine gegis stirecinde FN ve
izoformlarinin (EDA ve EDB) diizeyinin artmasi ve diger hiicre-disi matriks bilesenleri
(kollajen, tenasin C) ile yaptigi etkilesimler timor hicrelerinin sagkalimina
ve kanserin ilerlemesine yol agabilir (141). Meme kanseri mikrogevresinde
fibronektin — integrin etkilesimleri timor hicrelerinin adezyonu, sagkalimi ve
coglamasina yol acabilir (128, 155). Ayrica, fibronektin bazal-benzeri meme kanseri
hiicrelerinin invazif ve metastatik ozellikler kazanmasini saglayarak bu hicrelerin
agresif yapisini destekler (3, 154). Bu nedenle, bazal-benzeri meme kanserinde
fibronektin artisi kot prognoz ile iliskilidir ve kanser tedavisine verilen yanitlarin
etkisini sinirlayici rol oynayabilir (128, 154). Meme kanserinde, total hiicresel FN ve
FN-EDA izoformu artis gostermektedir (152). Meme kanseri hiicre hatlari ile yapilan
¢calismalarda ise liminal 6zellikteki kanser hiicrelerine kiyasla bazal-benzeri meme
kanseri hicre hatlarinda fibronektin mRNA dizeyinin daha vyilksek oldugu
belirlenmistir (154). Gerceklestirdigimiz calismada da total FN ve FN-EDA
dizeylerinin bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatlarinda, 6zellikle MDA-MB-231
ve HCC38, diger hiicre gruplarina gore yliksek oldugunu tespit ettik.

Monosit-makrofaj farkhilasmasi fibronektin konsantrasyonunun fazla oldugu
dokularda kolaylasir (122, 123). Kandan dokuya go¢ eden monositlerin fibronektin
(FN) ile vyaptigi etkilesimler monositlerde ve makrofajlarda olgunlasma ve
farklilasma belirtecglerinin (M-CSFR, CD11b, CD14, CD18) ifadesini artirir (121).
Fibronektin ile monosit-makrofajlarda bulunan integrinlerin etkilesimi bu hiicrelerin

fagositoz aktivitelerini ve pro-inflamatuvar sitokin Uretme kapasitelerini artirir
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(121, 125). Ayrica, fibronektin monositlerin/makrofajlarin timore infiltre olmak igin
kemotaksis yeteneklerini destekler (124). Timor mikrogevresindeki miyeloid
hiicreler, timor hicrelerinden salinan faktorler ve fibronektin gibi hiicre-disi
matriks bilesenleri ile yaptigi etkilesimler sonucunda MDSC ve TAM gibi hiicrelere
donusgir. Bu sekilde tiimor gelisimini destekleyen ve anti-timaor yanitlari baskilayan
fonksiyonlari daha etkin sekilde gerceklestirebilirler (126). Bu tez ¢alismasinda,
bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktérler miyeloid hiicre
hatlarinda fibronektin reseptort olan integrinlerin diizeyini artirabilmektedir. Bu
durum, bazal-benzeri meme kanseri mikrogevresinde artan fibronektinin miyeloid
hlcrelerdeki integrinler ile etkilesebilecegini gostermektedir. Bazal-benzeri meme
kanseri hicre sipernatanlarinin etkisiyle STAT3 dizeyleri artan miyeloid hiicre
hatlarinda ve periferik kan monositlerinde iL-1B tretimi de artti. Diger taraftan,
meme kanseri hiicreleri pro-inflamatuvar sitokinler (iL-1B, TNF-o., iL-6 ve IFN-y) ile
uyarildiginda iL-1B’nin hem gen hem de salgilanan protein diizeyinde fibronektin ve
FN-EDA izoformunun ifadesini artirdigi belirlendi. Bu sonuglar, bazal-benzeri meme
kanseri mikrogevresinde miyeloid hiicreler tarafindan artan iL-1p’nin bazal-benzeri
meme kanseri hicrelerinde fibronektin ve FN-EDA dizeylerini arttirabilecegi,
fibronektinin  ve FN-EDA’'nin ise miyeloid hicrelerle etkilesebilecegini
gostermektedir. Diger taraftan, IFN-y ile uyarilan bazal-benzeri meme kanseri
hicrelerinde fibronektin gen ifadesi belirgin sekilde artarken protein diizeylerinin
azaldig1 gérildi. Literatiirde IFN-y’nin fibroblastlarda fibronektin mRNA’sini artirdig)
ancak bu transkriptlerin stabil olmadigi ve hizla yikildigina dair bir galisma
mevcuttur. Bu nedenle, IFN-y varliginda artan fibronektin gen ekspresyonunun
mMRNA stabilitesi sorunu nedeni ile proteine dénidsmedigi distndlmistir (209).
Literatlirde yer alan calismalarda fibronektindeki EDA bdlgesinin TLR4 ile
etkilestigi ve NF-kB aktivitesini uyardigi gosterilmistir (8, 9). Gerceklestirdigimiz
analizlerde THP-1 ve monositlerde TLR4'(in yliksek diizeyde oldugunu gozlendi. Bu
durum, bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinden salgilanan fibronektin ve
FN-EDA’nin miyeloid hiicreleri TLR4 aracihg! ile uyarabilecegini distindirmustir.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlarinin TLR4 ve NF-kB aktivitesine
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etkisi TLR4’U yiksek diizeyde ifade eden HEK-Blue™ hiicreleri aracihgi ile birdirici
deneylerle (reporter assay) test edildi. Elde edilen bulgulara gore fibronektin ve
FN-EDA igeren bazal-benzeri meme kanseri hiicre siipernatanlarinin TLR4 ve NF-xB
aktivitesini uyarmadigi belirlendi. Elastaz-2’nin fibronektinde bulunan EDA ve
“tip-1ll 12” kisimlarini birbirinden ayirarak FN-EDA pargalarinin olusumunu sagladig
ve TLR4 uyarimi ile NFkB transkripsiyon faktoriniin aktivasyonuna neden oldugu
belirtilmistir (8). Elastaz-2’nin yiksek diizeyde salgilandigi PMN |6kositlerden elde
edilen supernatanlar ve bazal-benzeri meme kanseri hiicre siipernatanlari ile
yapilan kiltirlerde de TLR4 ve NF-kB aktivitesinin uyarilmadigi goérildi. FN-EDA
dizeyleri arttinldiginda da sonuc degismedi. Bu sonugclar gore, reporter assay deney
kurulumunda fibronektinde bulunan EDA bélgesi, literatliriin aksine, TLR4 ve NF-kB
aktivitesini etkin bir sekilde uyarmamaktadir.

Literatlr yer alan sinirl sayidaki calismada fibronektinin EDA bolgesinin TLR4
ve NF-kB aktivitesini uyardigi belirtiimektedir. Bu ¢alismalarda EDA proteinlerinin
veya peptitlerinin klonlanmasi ve izolasyonu genellikle bakteri aracili sistemler ile
gerceklestirilmistir. Bakteri kokenli molekil olan LPS, TLR4 vyolagini EDA
peptitlerinden daha etkili bir sekilde uyarmaktadir (8, 9). Bu peptitlerin klonlanmasi
sirasinda meydana gelebilecek LPS kontaminasyonu bu peptitlerle yapilan
analizlerde yanlis sonuglarin ortaya ¢ikmasina yol acgabilir. Bu konuda az sayida
¢alismanin olmasi FN-EDA proteinin bilinenin aksine TLR4 ve NF-kB aktivasyonunu
uyarmada glicli bir etkiye sahip olmadigini dislindirmektedir. Diger taraftan,
fibroblastlardan izole edilen FN-EDA proteinleri veya farelerde olusturulan FN-EDA
knockout modelleri ile de ¢alismalar mevcuttur. Bu tez ¢alismasinda, lentiviral gen
aktarimi ile HEK-293FT hiicrelerinde ifade edilen ve saflastirilan FN-EDA
rekombinant proteini kullaniimigtir. TLR4 uyarimi izerindeki etkisini test etmek igin
kullanilan sistem LPS ile calismasina ragmen bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlari ve rekombinant FN-EDA proteini ile sonug vermedi. FN-EDA’'nin TLR4
ve NF-xB aktivasyonu (zerinde etkisinin olup olmadigini gormek icin yiksek
diizeyde TLR4 ifade eden THP-1 hiicrelerinde ve monositlerde TLR4 reseptorii inhibe

edilip FN-EDA ile uyarilarak NF-xB veya iL-1p diizeyleri incelenebilir.
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Bazal-benzeri meme kanseri hiicre stipernatanlari ve rekombinant FN-EDA
proteinin tek basina TLR4 ve NF-kB uyarimini saglayamamasi ek faktorlerin gerekli
oldugunu distindirmustiir. Rekombinant FN-EDA proteini ile kiltiir yapilan THP-1
hiicreleri ve monositlerden elde edilen sipernatanlarin NF-kB aktivitesi lizerine
etkileri incelendiginde FN-EDA iceren monosit slpernatanlarinin  TLR4
reseptorinden bagimsiz olarak NF-kB aktivitesini uyardigi bazal-benzeri meme
kanseri hiicre slipernatanlari ile beraber bu etkinin daha da arttig1 belirlendi. Bu
durum, FN-EDA konsantrasyonu ylksek olan bazal-benzeri meme kanseri
mikrogevresinde kanser hiicrelerinden ve monositlerden salgilanan faktorlerin
otokrin ve parakrin sekilde NF-kB aktivitesini etkili bir sekilde uyarabilecegini
gostermistir. Diger taraftan, bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan
faktérlerin FN-EDA rekombinant proteinleri ile beraber monositlerde iL-1B salimini
belirgin sekilde artirdigi gérildi. Rekombinant iL-1B varliginda NF-kB aktivitesinin
belirgin sekilde artmasi NF-kB uyariminin monositler tarafindan uretilen iL-1P
Uzerinden olabilecegini gostermektedir. Diger taraftan, NF-xB aktivitesinin
uyarilmasinda monositlerden Uretilen baska faktorlerin de etkili olabilecegi g6z
oninde bulundurulmalidir.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktérler monositlerde
STAT3 aktivasyonunu artirmasi anti-inflamatuvar fenotipi destekledigini gosterir. Bu
hiicrelerde STAT3 artisina ragmen FN-EDA ile pro-inflamatuvar sitokin olan
iL-1B  dlzeylerinin artmasi STAT3 bagimli bir mekanizmanin bu siirecte
rol oynayabilecegini duslindirmustlr. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlari ve rekombinant FN-EDA proteini ile uyarilan monositlerde STAT3
inhibisyonunun iL-1B dizeylerini belirgin sekilde azalttigi gézlendi. Bu sonug,
monositlerde STAT3 — iL-1B — fibronektin arasindaki etkilesimin bazal-benzeri meme
kanserinde inflamatuvar mikrocevreyi destekleyen bir mekanizma oldugunu ortaya
¢citkarmistir. FN-EDA konsantrasyonu vyilksek olan bazal-benzeri meme kanseri
mikrocevresinde monositlerde STAT3 inhibisyonu sonrasi salgilanan faktorlerin

NF-kB’yi etkili bir sekilde uyaramamasi bu mekanizmayi destekler niteliktedir.
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Sonuc olarak, bazal-benzeri meme kanseri hilicrelerinden salgilanan faktoérler
monositlerde STAT3 aktivasyonunu artirdi ve bu hicrelerin inflamasyonu
dizenleyici karakter kazanmasini sagladi. Yiksek STAT3 aktivitesine sahip
monositler bazal-benzeri meme kanseri mikrocevresinde IiL-1B diizeylerinin
atmasina yol acti. Artan iL-1B diizeyleri bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden
FN-EDA salimini destekledi. Bazal-benzeri meme kanseri mikrogevresinde FN-EDA
konsantrasyonunun artisi monositlerden daha fazla IL-1B (retilmesini sagladi.
Ayrica, FN-EDA dlizeyi artan mikrocevrede bazal-benzeri meme kanseri
hlcrelerinden ve monositlerden salgilanan faktorlerin NF-kB aktivitesini uyarmasi
s6z konusu idi. Bu sekilde bazal-benzeri meme kanseri ve monositler arasinda
kanser mikrogevresindeki inflamasyonun devamliligini destekleyen pozitif bir

geri-besleme mekanizmasinin olabilecegi ortaya gikarilmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Tez calismasi kapsaminda, elde edilen veriler dogrultusunda ortaya ¢ikan
pozitif geri-besleme mekanizmanin sematik gosterimi. (FN-EDA Fragment,
EDA iceren fibronektin fragmenti; p-STAT3, fosforile STAT3)
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STAT3 - iL-1B - fibronektin arasindaki etkilesim sonucu ortaya ¢ikan
inflamasyonu destekleyen pozitif geri-besleme mekanizmasi periferik kan
monositleri kullanilarak kultiir ortaminda gergeklestirilen analizlerde gosterildi. Bu
pozitif geri-besleme mekanizmasinin in vivo olarak pre-klinik calismalarla ve
bazal-benzeri meme kanseri hasta dokulari ile yapilan analizlerle dogrulanmasi
halinde bu mekanizmayl besleyen molekiller hedeflenerek 6zgiin bir tedavi
yontemi olmayan agresif yapili bazal-benzeri meme kanserinin tedavisine 6nemli
katkilar saglanabilir.

Bu mekanizmanin 6nemli bilesenlerinden FN-EDA’nin bazal-benzeri meme
kanseri mikrogevresinde artisi anti-kanser tedavilere 06zgin sekilde kanser
hicrelerini ortadan kaldirma ve tedavi etmede etkili bir hedef molekil olabilecegini
gostermektedir. Bu molekili hedefleyen antikorlar veya bu antikorlar ile kombine
edilen sitokinler, kemoterapi ajanlari ve asilar bu geri-besleme mekanizmasinin
inflmasyonu destekleyici etkisini ortadan kaldirarak anti-timér immiin yanitlar
uyarabilir bdylece kanser gelisiminin 6nlenmesi saglanabilir (240). Kanserde yliksek
diizeyde bulunan fibronektin ve izoformlarini hedef alan tedavi ajanlari, kéti huylu
timorleri erken teshis etme ve kanser tedavilerinin etkinligini arttirma potansiyeline
sahip oldugu belirtilmistir (241).

Ortaya cikarilan pozitif geri-besleme mekanizmasinda IL-1B aracili olarak
inflamasyonu destekleyen ve dlizenleyen STAT3 transkripsiyon faktorinin
hedeflenmesi timoér gelisimini saglayan inflamatuvar ortamin zayiflamasina yol
acabilir. STAT3’U dogrudan inhibe eden FDA onayli bir ajan bulunmamasina ragmen
STAT3’e dolayh olarak etki eden FDA onayl JAK ve tirozin kinaz inhibitorleri
(Tofacitinib, Ruxolitinib, Sorafenib, Sunitinib) umut vaat etmektedir (94, 95).
Boylece, tiimor-iliskili immiin hiicrelerde STAT3 aktivitesini engelleyerek timordeki
immunolojik mikrocevreyi kanser tedavisine elverisli hale getirebilirler (7).
Diger yandan, kanserde inflamatuvar mikrocevrenin olusumuna katki saglayan
IL-1B’nin etkisini azaltan FDA onayli inhibitér molekiiller (Anakinra ve Kanakinumab)
baskilayici  Ozellikteki miyeloid hicrelerin  artisini  ve kanser gelisimini

engelleyebilmektedir (242-244). Bu inhibitér molekillerin kemoterapi ajanlari ile
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beraber kullanimi inflamasyonu destekleyen pozitif geri-besleme mekanizmasinin
kirllmasinda rol oynayabilir (243).

Meme kanserinde heniiz kanitlanmis bir basarisi olmasa da NF-kB'yi inhibe
eden molekdller ve ajanlar (Kurkumin ve FDA onayli Bortezomib) ile yapilan klinik
denemeler umut verici sonuglar ortaya koymustur. Ancak, NF-kB transkripsiyon
faktori 200’Un Gizerinde gene etki etmektedir ve bircok hiicresel siirecte 6nemli rol
oynar. Bu nedenle, kanser tedavilerinde NF-kB’nin hedeflenmesi istenmeyen
etkilere de yol agabilir (245).

Gergeklestirdigimiz analizlerde ortaya c¢ikan STAT3 — iL-1B — fibronektin
aracith  pozitif geri-besleme mekanizmasi  bazal-benzeri meme kanseri
mikrogevresindeki inflamasyonu destekleyebilir. Benzer mekanizma fibronektin
veya FN-EDA dizeyi yiksek olan ve yuksek dizeyde miyeloid hiicre infiltrasyonu
gosteren kanserlerde de ortaya ¢ikabilir. Bazal-benzeri meme kanseri gibi 6zgiin bir
tedavi yontemi bulunmayan kanser tirleri icin tedavi stratejileri gelistirilirken
inflamasyonu destekleyen boyle bir pozitif geri-besleme mekanizmasinin varligi da

dikkate alinmalidir.
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6. SONUC ve ONERILER
Bu tez ¢alismasinda,
Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin miyeloid
hiicre hatlarinin fenotipik olgunlasmasinda liiminal hiicrelere gére daha etkili
oldugu gosterildi. THP-1 hiicrelerinde CD11b, CD11c, CD14 ve CDA40
belirteglerinin, U937 hiicrelerinde ise CD1lb ve CD1l1lc belirteglerinin
ifadesinin arttigi gorildi. U937 hicrelerindeki olgunlasma diizeyinin THP-1

hiicrelerine kiyasla daha distk seviyede kaldig gorilda.

Bazal-benzeri meme kanseri hicre supernatanlari  monositlerin
farklilasmasini CD14 artisina yol acarak etkiledi. Miyeloid hiicre hatlari ile
monositler arasinda CD11b, CD11c ve CD40 belirtegleri agisindan tam bir

tutarhlik gbzlenmedi.

Meme kanseri hiicre stipernatanlarinin etkisi altinda monositler ve miyeloid
hicre hatlarinin CD4* T hiicre Uzerindeki etkilerinin birbirinden farkli
oldugunu gosterildi. Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan
faktorler miyeloid hiicre hatlarinin CD4* T hicrelerin ¢ogalmasini uyarma
kapasitelerini azaltirken monositlerde bu azalmanin liminal meme kanseri

hicrelerinden salgilanan faktorler araciligi ile gerceklestigi belirlendi.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden salgilanan faktorlerin hem THP-1

hiicrelerinde hem de monositlerde kemotaksis kapasitesini artirdigi gdzlendi.

Meme kanseri hiicre stpernatanlari ile kiltiiri yapilan miyeloid hiicre
hatlarinin  ROT Uretimini acisindan monositler ile ayni kapasiteye

ulasabilecegi gosterildi.

Monositlerin fagositoz kapasitesinin miyeloid hiicre hatlarina gére daha
yiksek oldugunu gozlemlendi. Meme kanseri hiicrelerinden salgilanan

faktorlerin miyeloid hiicrelerin fagositoz kapasitesine etki etmedigi gorildd.
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Monositlerde ve THP-1 hiicrelerinde TLR4 dizeylerinin yilksek oldugu
belirlendi. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlarinin etkisiyle

monositlerde TLR4 diizeylerinin azalma egiliminde oldugu gozlendi.

THP-1 hicrelerinde bazal-benzeri meme kanseri hiicre sipernatanlarinin
etkisiyle iL-1B duzeylerinin arttigi gorilirken monositlerde bu atig

MDA-MB-231 hiicre stipernatanlarinin etkisiyle gerceklesti.

Bazal-benzeri meme kanseri hicrelerinden salgilanan faktérlerin elastaz-2
dizeylerini THP-1 hicrelerinde artirdigi monositlerde ise azalttigl tespit

edildi.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre silpernatanlarinin miyeloid hicre

hatlarinda ve monositlerde STAT3 aktivasyonunu artirdigi géruldu.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlarinin etkisiyle THP-1 ve
monositlerde artan IL-1B dizeyleri kiigtik inhibitér molekil Stattic ile
baskilarken genetik modifikasyonlar aracilig ile inhibe edilen STAT3’tn iL-1P

dizeylerini artirdigi belirlendi.

Bazal-benzeri meme kanseri hicre slipernatanlari varliginda, THP-1
hiicrelerinde STAT3 inhibisyonu sonucu TLR4 dizeylerinin azalma egilimi

gostermesi STAT3’lin TLR4 protein ifadesini destekleyebilecegini gdsterdi.

STAT3 inhibisyonunun THP-1 hiicrelerinde elastaz-2 dlzeylerini meme

kanseri hiicre hatlarina gore heterojen bir sekilde etkiledigi goralda.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinde hiicre-ici ve salgillanan total
fibronektin ve FN-EDA dizeylerinin diger meme kanseri alt-tiplerine gore

ylksek oldugu belirlendi.

.L-1B varliginda meme kanseri hiicrelerinde total fibronektin ve FN-EDA

dizeylerinin arttig1 gozlendi.
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Bazal-benzeri meme kanseri hiicre silpernatanlarinin miyeloid hiicre
hatlarinda  fibronektine baglanan integrinlerin  mRNA dizeylerini
artirabilecegi goruldi. THP-1 hicrelerinde a5, aX, B3 ve B7 integrinlerin,

U937 hiicrelerinde ise oM, aX, B1 ve B7 integrinlerin arttigi gozlendi.

Fibronektin ve FN-EDA igeren bazal-benzeri meme kanseri hiicre

stpernatanlarinin TLR4 ve NF-kB aktivitesini dogrudan uyarmadigi belirlendi.

Monosit slpernatanlari, FN-EDA rekombinant proteini varliginda, TLR4’ten
bagimsiz olarak NF-kB aktivitesini uyardi. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre
sipernatanlari ile bu uyarimin daha fazla arttigi belirlendi. Bu etkinin STAT3

aktivitesine bagh olarak gergeklestigi goruldu.

. Bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlarinin, FN-EDA rekombinant

proteini varliginda, monositlerde iL-1f salimini daha fazla artirdigi ve bu

etkinin STAT3 aktivitesi tarafindan desteklendigi tespit edildi.

Rekombinant iL-1B varliginda NF-xB aktivitesinin belirgin sekilde artmasi
NF-kB uyariminin  monositler tarafindan dretilen iL-1B lzerinden

olabilecegini gosterdi.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda miyeloid hiicre
hatlarinin, 6zellikle THP-1, fenotipik olgunlasma ve farklilasma agisindan
uygun monosit-makrofaj modeli olarak tanimlanmasi icin CD68, CD163,

CD206, CD274, CD80 ve CD86 belirteclerinin dizeyleri arastirilabilir.

Meme kanseri hiicre siipernatanlarinin etkisi altinda monositler ve miyeloid
hiicre hatlarinin CD4* T hicrelerinin ¢cogalmasi lzerindeki farkli etkilerinin
anlasiimasi icin miyeloid hiicre hatlarinda ve monositlerde ko-stimlatér ve
ko-inhibitor molekillerin ifade dizeyleri ve aktiviteleri incelenebilir. Ayrica,
miyeloid hiicreler ile ko-kiltlirti yapilan CD4* T hiicrelerinin hangi T hiicre

alt-tipine (Th1, Th2, Treg) farklilastigi belirlenebilir



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

197

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre stpernatanlarinin etkisi altinda THP-1
hiicrelerinde ve monositlerde meydana gelen iL-1B artisina, NF-xB disinda,

etki eden mekanizmalarin olup olmadigi arastirilabilir.

PMN lokositlerden elde edilen stpernatanlarin FN-EDA aracili olarak TLR4 ve
NF-kB aktivitesini uyarmadigl gorildi. Elastaz-2'nin FN-EDA {zerindeki
etkisini gdzlemlemek igin saflagtiriimis elastaz-2 ile muamele edilen FN-EDA

proteinin TLR4 ve NF-kB aktivitesi Gizerindeki etkileri incelenebilir.

Bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlarinin etkisiyle miyeloid hiicre
hatlarindaki integrinlerin  mRNA’sindaki artisin protein dizeyine ve

aktivitesine yansimalari test edilebilir.

Bazal-benzeri meme kanserinden salgilanan faktorlerin etkisiyle yuksek
STAT3 aktivitesine sahip THP-1 hiicrelerinde ve monositlerde Stattic, iL-1B
dizeylerini azalrtirken STAT3’e 6zgll genetik modifikasyonlar aracihg ile
gerceklestirilen inhibisyonlar iL-1B diizeylerini artirmaktadir. STAT3’Un, iL-1B
Uretiminde 6nemli rol oynayan NF-kB ve diger faktorler Gzerindeki etkisi

arastirilabilir.

IL-1B dizeylerinde meydana gelen degisimlerin pro-inflamatuvar veya

anti-inflamatuvar sireclere etkisi incelenebilir.

FN-EDA proteininin TLR4 ve NF-kB aktivitesi Gizerindeki etkisini net olarak
ortaya koymak icin TLR4 reseptori ile FN-EDA proteininin etkilesimi

engellenerek NF-kB ve iL-1B diizeyleri incelenebilir.

Meme kanseri hastalarindan elde edilen dokularda fibronektin, FN-EDA,
STAT3, iL-1B, TLR4, elastaz ve NF-xB gibi molekiillerin diizeylerindeki
degisimler incelenerek ortaya konulan mekanizma ile tutarli olup olmadigi

degerlendirilebilir.
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