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ONSOZ

Glinitimiizdeki kanser caligmalarinda kullanilan tedavi yontemlerindeki direncin
birincil nedeni olan, timorii baslatan hiicreler olarak da tanimlanmis kanser kok
hiicrelerini hedeflerken, tiimor mikrogevresinde bulunan tiimorle iliskili makrofajlarla

birlikte tedavi yontemlerinin diisiiniilmesi gerekmektedir.

Yapmis oldugum yiiksek lisans tez ¢alismasinda edindigim tecriibelerime dayanarak,
makrofajlarin  tiimor metastazinda 6nemli bir faktér oldugu ve onlara yonelik
tedavilerde basarili olabilecegini diisiinmekteyim. Bundan sonraki ¢aligmalar i¢in

literatiire bir katki saglamis olacak olmam beni mutlu hissettirmistir.

[zmir, 20.02.2023 ASENA BERSAN ARICIOGLU



Ozet
KANSER KOK HUCRELERIN MAKROFAJLAR iLE ETKILESIMININ

ARASTIRILMASI

Kanserin ilerlemesi, niiksli, metastazi ve tedavilere karst diren¢ saglamasinin ana
sorumlusu olan ve kanserin alt popiilasyonu olarak tanimlanan kanser kok hiicrelerin
metastazinda tiimor mikrogevresinde (TME) bulunan tiimérle iliskili makrofajlarin
(TAM) iliskili oldugu bilinmektedir. Buna bagli olarak yapilan tez calismasinda,
osteosarkom kok hiicreleri (OKH) ile THP-1 monosit hiicrelerinden indiiklenen MO,
M1 ve M2 makrofajlar kokiiltiir yapilarak metastaz iliskisi incelenmistir. Calismada,
kokdiltiir gruplarinin canlilik analizleri Alamar mavisi testi, CD133, Sox2, Nanog ve
Vimentin ekspresyon seviyeleri immiinofloresan boyama ile goriintiilenmis; hiicre
gbcll analizi i¢in migrasyon testi kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucuna gore, M2

makrofajlarin kanser kok hiicrelerinin metastazinda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler; kanser kok hiicreleri; osteosarkom kok hiicresi; timor mikro

cevresi; tiimorle iligkili makrofajlar; metastaz



Abstract
INVESTIGATION OF THE INTERACTIONS OF CANCER STEM CELLS

WITH MACROPHAGES

Tumor-associated macrophages (TAM) in the tumor microenvironment (TME) are
known to be related to metastasis in cancer stem cells, which are defined as a
subpopulation of cancer cells, and are the main group of cells that are responsible for
cancer progression, relapse, metastasis, and resistance to treatments. In this thesis
study, their relationship in metastasis was investigated by coculture of THP-1
monocyte derived M0, M1, and M2 macrophages and osteosarcoma stem cells (OSCs).
In the study, viability of coculture groups were shown by the Alamar blue test, CD133,
Sox2, Nanog, and Vimentin expression levels were demonstrated by
immunofluorescence staining, and migration test was used for cell migration analysis.
According to the results of the study, it has been shown that M2 macrophages play an

important role in the metastasis of cancer stem cells.

Keywords; cancer stem cells; osteosarcoma stem cells; tumor microenvironment;

tumor-associated macrophages; metastasis
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AML . Akut Miyeloid Losemi

CAF . Kanserle iliskili fibroblast
CD133 . Cluster of differantiation 133
DC . Dentritik hiicreler

DMSO . Dimetilsiilfoksit

ECM . Hiicre dis1 matris

EDTA . Etilendiamin tetraasetik asit
EMT . Epitelyal Mezenkimal Gegis
EtOH . Etanol

EV . Hiicre dis1 vezikiil

FBS . Fetal S1g1ir Serumu

IL-4 . Interlokin-4

IFN-y . Interferon-gama

KH Kok Hiicre

KKH . Kanser Kok Hiicresi

LPS . Lipopolisakkarit

MDSC . Miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler
MET . Mezenkimal Epitelyal Gegis
Nanog . Nanog homebox

NK Dogal 6ldiiriicii hiicreler
OKH Insan Osteosarkom K&k Hiicreleri

PBS . Fosfat tamponlu salin



Pen/Strep

PMA

RPMI 1640
ROS

RN

Sox2

TAM

TME

TIC

TNF-a

Penisilin/Streptomisin

12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate,
4B,90,12p,13a,20- Pentahydroxytiglia-1,6-dien-3-one 12-

tetradecanoate 13-acetate

Roswell Park Memorial Institute 1640
Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif azot tiirleri

SRY (sex determining region-Y)-box2

Tiimérle iliskili Makrofajlar

Timor Mikrogevresi

Timor baslatan hiicreler

Tumor nekroz faktor-alfa

Xl



1. GIRIS

Kanser kok hiicreleri (KKH), tiimoriin baslamasi ve ilerlemesinin temel itici giigleri
oldugu 6ne siiriilen, kok benzeri Ozelliklere sahip, tiimorler i¢indeki bir hiicre alt
kiimesidir. KKH'ler, smirsiz kendini yenileme ve in Vivo olarak tiimér olusumunu
baglatma yetenekleri ile islevsel olarak tanimlanmaktadir (Aramini ve ark., 2021;

Peiris-Pages ve ark., 2016).

Normal kok hiicreler gibi, KKH'ler, KKH fonksiyonlarini korumak ve tesvik etmek
icin benzersiz bir mikro ortam saglayan tiimoérle iliskili makrofajlar (TAM) dahil
olmak tizere ¢ok sayida hiicre tipinden olusan hiicresel bir nis iginde bulunur (Sainz
ve ark, 2016).

Bagisiklik sistemi kanserin ilerlemesinde 6nemli bir faktordiir. Solid tiimérlerde tiimor
tipine bagli olarak TAM'larn sayisi ile kotli prognoz arasinda bir iligki bulundugu
bilinmektedir. TAM'lar M2 makrofajlara benzemektedir ve immiinosupresiftir;
matrisin yeniden sekillenmesine katkida bulunur ve dolayisiyla metastazi

desteklemektedir (Sousa ve ark., 2015).

Guinimuzdeki kanser tedavilerindeki direncin ana nedeni olarak kabul edilen, kanser
baslatan hiicreler olarak da tanimlanan kanser kok hiicrelerin timor mikro ¢evresinde
bulunan tiimérle iliskili makrofajlarin tiimor ilerlemesi, niiksii, ve metastazda onemli

rolii oldugu bilinmektedir (Boutilier ve ark., 2021).

Kanser hiicre hatlar1 ile makrofajlarin kokiiltiiriiniin yapildig1 ¢aligmalar literatiirde
bulunmaktadir (Chen ve ark., 2017; Qi L ve ark., 2016; Chen ve ark., 2022; Lv ve ark.,
2021). Ancak farkli kanser kok hiicreleri ile MO, M1 ve M2 makrofajlarin kokiiltiirii

ve metastazin arastirilmasi hakkinda yeterli calisma bulunmamaktadir.



Bu tez calismasinda, makrofajlar ile kokiiltiir sonras1 metastaz iligkisi incelenmemis

olan osteosarkom kaok hiicreler (OKH) kullanilmustir.

Ege Universitesi Biyomiihendislik Bo&liimii, Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu
Biyoarafazlar Laboratuvari’nda yapilan tez ¢aligmasinda, daha dnceden satin alinmis
ve laboratuvar stogunda bulunan OKH’ler (Celprogen, CA, ABD) kullanilarak, THP-
1 monosit hiicre hattindan (ATCC, ABD) tiiretilen M0, M1 ve M2 makrofajlarin
kokiiltiirti yapilarak makrofajlarin OKH’lerdeki metastatik rolii in vitro deneyler ile

incelenmistir.

Bu tez calismasinda kanser kok hiicresinin yolculugunu incelerken yeni tedavi
yontemlerinin nasil  gelistirilebilegi hakkinda literatiire katki saglanmasi

beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser Kok Hiicreler

Kanser Kok Hiicreleri (KKH), smirsiz kendini yenileme kapasiteleri ve timor
olusumunu indiikleme yetenekleri nedeniyle tiimoriin baslamasi ve ilerlemesinde
temel etken oldugu bilinen, kok hiicre benzeri 6zelliklere sahip, tiimorler igerisindeki

benzersiz bir hiicre alt kiimesidir (Aramini ve ark., 2021).

KKH’ler ilk olarak 1994 yilinda, Lapidot ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, Akut
Miyeloid Losemi (AML) hiicrelerinin yalnizca kiigiik bir yilizdesinin siddetli kombine
immiin yetersiz farelerde (SCID) l6semiyi baslatabilecegi gosterilmistir (Lapidot ve
ark., 1994). Floresanla aktive edilmis hiicre ayiraci (FACS) kullanilarak 16semik kok
hiicreler, normal hematopoietik kok hiicrelere benzer hiicre yiizey belirtegleri (CD34+,
CD38 -) olan AML hastalarinda toplam 16semik hiicrelerin % 0,2'sinden daha az bir
alt popiilasyonu olarak izole edilmistir. Yalnizca CD34" ve CD38 ~16semik kok hiicre
popiilasyonu SCID farelerde AML olusturabilmistir (Bonnet & Dick, 1997; Siclari &
Qin, 2010).

Solid tiimorlerde KKH’lerin tanimlanmasi ilk olarak gogiis kanserinde Al Hajj ve ark.
tarafindan CD24 ve CD44 yiizey belirtegleri kullanilarak yapilmistir (Al-Hajj ve ark.,
2003). O zamandan beri, glioblastoma, akciger kanseri, osteosarkom, kondrasarkom,
melanom, prostat kanseri gibi ¢esitli kati tiimorlerde tanimlanmustir (Tirino ve ark.,
2012).

Kanser, morfolojik ve islevsel olarak farkli olan malign hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde cogalmasiyla karakterize edilir. Tiimoriin hiicresel cesitliligini agiklamak i¢in
iki model Onerilmistir; stokastik ya da klonal evrim ve hiyerarsik kanser kok hiicre
modeli. Stokastik evrim modeline gore (Sekil 1), her kanser hiicresi benzer bir timor
olusturma kapasitesine sahiptir (Peiris-Pagés ve ark., 2016). Hiyerarsik KKH
modeline gore (Sekil 2) ise KKH’ler normal bir dokuya benzeyen ve biiyiik bir
proliferatif popiilasyonun olusumundan sorumlu koék 6zelliklerine sahip, ayni zamanda

timor baglatan hiicreler (TIC) olarak adlandirilan, kendi kendini yenileyen alt



popiilasyon hiicreleri ile karakterize edilen hiyerarsik bir tiimoral yapidir (Adams &

Strasser, 2008; Aguilar-Gallardo & Simoén, 2013; Peiris-Pagés ve ark., 2016).

l 1. Mutasyon
l ; 3. Mutasyon
BE—
Norm'al Lk Kanser s
Hiicre Hiicresi Tiimdr Olugumu

Sekil 1. Stokastik/Klonal Evrim modelinin sematik gosterimi. Stokastik evrim modeli, normal bir
hiicrenin (mavi), klonal olarak genisleyen ve tlimoriin biiylik kismini olusturan bir kanser
hiicresi (turuncu) olusturmak igin bir dizi mutasyona ugradigini varsaymaktadir. Bu modele

gore basarili bir tedavi i¢in tiim kanser hiicreleri ortadan kaldirmalidir (Bradshaw ve ark.,
2016). (Biorender kullanilarak sematize edilmistir.)

Yiiksek tiimorijenik,
kendini yenileyen,

Tumorijenik olmayan, pluripotent KKH

progenitor ve
farkhlagmanmisg
kanser hiicreleri

Tiumor ’

Olusumu w .
|

KKH

Sekil 2. Hiyerarsik Kanser Kok Hiicre modelinin sematik gosterimi. Hiyerarsik KKH modeli, kanserin
kokeninin pluripotent ve kendi kendini yenileyen KKH’ler (kirmizi) oldugunu ileri
stirmektedir. Yeni tlimdrler olusturmakta yiiksek derecede tiimorijeniklerdir. KKH’ler, yeni
KKH ve progenitdr (koyu mavi) hiicreler olusturabilmek i¢in asimetrik bir sekilde boliiniirler
ve bu da tiimoriin biiyiik bir kismini1 olugturan farklilagmig kanser hiicrelerini (agik mavi)
olusturmaktadir (Bradshaw ve ark., 2016). (Biorender kullanilarak sematize edilmistir.)



Osteosarkom Kok Hiicreleri (OKH)

Osteosarkom, ¢ocuk ve ergenlerde en sik goriilen ve bu yas grubunda yiiksek 6liim
oranina sebep olan, kemoterapi ve cerrahiye ragmen metastatik olma egilimini devam

ettiren kemik tiimorlerinden biridir (Izadpanah ve ark., 2019).

Osteosarkom kok hiicrelerinin (OKH) varligi ilk olarak Gibbs ve ark. tarafindan insan
osteosarkom doku ve hiicre hatlarini serumsuz kosulda biiyiitiilerek sarkosferler ya da
osteosferleri olusturarak bir alt popiilasyonu tanimlanmistir (Gibbs ve ark., 2005; Yan,
Lv & Guo, 2016). Daha sonra, MNNG/HOS osteosarkom hiicrelerinin radyasyon ve
kemoterapoétik ajanlara direngli kok hiicre benzeri popiilasyon icerdigi gosterilmistir
(Martins-Neves ve ark., 2012). CD133", STRO1", CD117* ve CD271" OKH’ler igin
yaygin olarak kullanilan ylizey belirtecleridir (Abarrategi ve ark., 2016). Buna ek
olarak, kokliik belirtegleri olan Sox2, Nanog ve Oct4’ii eksprese eden hiicreler in vitro
sferoidler olusturarak ve preklinik fare modellerinde tiimor baslatan hiicre 6zelliklerini

gostermislerdir (Jubelin ve ark., 2022).

OKH’ler radyasyon ve kemoterapi gibi geleneksel tedavilerin ¢oguna direnglidir; bu
nedenle tiimdr relapslarindan ve metastazindan sorumludur. Boylece, spesifik
sinyallesmeye ve/veya tiimor nislerine yonelik Onerilen tedavilere ek olarak,
Osteosarkom’da KKH alt popiilasyonlarin1 hedefleyebilen tedavilerin gelistirilmesine

yonelik caligmalar gerekmektedir (Abarrategi ve ark., 2016).

2.2. Tiimor Mikrocevresi (TME)

Tiimo6r mikrogevresi (TME), bir tiimoriin gelistigi kompleks ve ¢ok hiicreli ortam
olarak tanimlanmaktadir (Bejarano ve ark., 2021). Kanser hiicrelerinin hizlh
proliferasyonu, TME'de kanser hiicrelerinin yeniden programlanmasiyla
birlikte hipoksiyi indiiklemektedir. Tiimor ve onlari gevreleyen TME hiicreleri siirekli
yeni kosullara uyum saglayarak tiimor biiyimesini desteklemektedir. TME, kanser
hiicrelerinin kendilerini ¢evreleyen endotelyal, bagisiklik hiicreleri ve fibroblastlar ile

etkilesim i¢inde yagsamalari i¢in bir nis olusturmaktadir (Deepak ve ark., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hypoxia

Tablo 1. Osteosarkom kok hiicrelerinde eksprese edilen ana belirtegler (Schiavone ve ark., 2019).

Belirtecler Referanslar

Oct4 (octamer-binding transcription factor 4), Murase ve ark. (2009) ve Yang ve
Nanog (Nanog Homeobox), transkripsiyon faktorleri, kokliik = ark (2011)

belirtegleri

Sox2 (SRY-related HMG-box-2) transkripsiyon faktorii, Basu-Roy ve ark. (2012, 2015)
kokliik belirteci

ALDH1 (aldehyde desyhdrignease-1) Honoki ve ark. (2010), Greco ve ark.
(2014) ve Wang ve ark. (2011)

CD24 (hiicre adhezyon molekiilii) Guth ve ark. (2014)

CD44 (hiyaliironik asit reseptorii) He ve ark. (2015)

CD117 (kok hiicre biiyiime faktor reseptorii) Adbhikari ve ark. (2010)

Stro-1 (mezenkimal kok hiicre belirteci) Adbhikari ve ark. (2010)

CD133 (prominin-1) Tirino ve ark. (2008, 2011), He ve

ark (2012), Li ve ark (2013),
Fujiwara ve ark (2014) ve Glumac
ve LeBeau (2018)

CD271 (dustik-afiniteli sinir bitytime faktor reseptorii) Tian ve ark. (2014) ve Zhang ve ark.
(2016)

CBX3 (Chromobox protein homolog 3) Fujiwara ve ark. (2014) ve Saini ve
ark. (2012)

ABCAG5 (ATP-baglayici kaset, alt aile A, iiye 5) Saini ve ark. (2012)

KLF4 (Kruppel like factor 4) Qi ve ark. (2018), Li ve ark. (2017)

and Martins-Neves ve ark. (2016a)
SATB2 (6zel AT bakimindan zengin sekans baglayici protein = Xu ve ark. (2017)
2)
RAB39A (Rab small GTPase)-RXRB (retinoid X receptor = Chano ve ark. (2018)
Beta)

TB1XR1 (transducin (beta)-like 1 x —linked receptor 1) Xi ve ark. (2019)
SENP1 (Sentrin spesifik proteaz-1) Liu ve ark. (2018)
hTERT (insan telomeraz ters transkriptaz) Yu ve ark. (2013)

TME’ler, T ve B lenfositleri, TAM’lar, dentritik hiicreler (DC), dogal dldiiriicii (NK)
hiicreler, notrofiller ve miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler (MDSC), kanserle iligkili
fibroblastlar (CAF), perisit ve mezenkimal stromal hiicreler, hiicre dis1 matris (ECM)

ve diger salgilanan molekiiller, biiyiime faktdrleri, sitokinler, kemokinler, hiicre dist
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vezikiiller (EV), birbirleriyle ve heterojen kanser hiicrelerinin kendileriyle iletisim
halinde topluca i¢ ige gecmis kan ve lenfatik damar aglari icermektedir (Bejarano ve

ark., 2021).

2.3. Tiimérle Iliskili Makrofajlar (TAM)

TME i¢inde en sik goriilen immiin hiicrelerden biri olan tiimorle iliskili makrofajlar

(TAM), tiimor stromasinin ana enflamatuar bilesenleridir (Mortezace, ve ark., 2022).

Makrofajlar polarize olmayan MO makrofaj, klasik olarak aktive edilmis M1
makrofajlar ve alternatif olarak aktive edilmis M2 makrofajlar olarak siniflandirilarak
kategorilere ayrilmaktadir. Farkli sitokinler tarafindan uyarilarak M2a, M2b, M2c ve
M2d alt kategorilerine de polarize edilebilmektedirler (Ge ve ark., 2020).

Makrofajlar, olgunlasmamis monositler olarak kemik iliginden salinarak, kan
dolagiminda dolastiktan sonra, karacigerdeki Kupffer hiicreleri, akcigerdeki alveoler
makrofajlar ve kemikteki osteoklastlar dahil olmak {izere daimi makrofajlara

farklilasmak i¢in dokulara go¢ ederler (Bingle ve ark., 2002).

Insanlarda makrofaj polarizasyonu, M1 makrofajlarindan M2 makrofajlarina kadar bir
stireklilik gosterir (Wu ve ark., 2017). M1 makrofajlari, interferon y (IFN-y) veya
lipopolisakarit (LPS) uyaranlarindan tiiretilirler ve enflamatuvar sitokinler IL-6, IL-
12, reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RN) ve TNF-a salgilarlar. Insan
M1 makrofajlarinin yiizey belirtegleri CD14 ve CD16, CD64, CD86 ve HLA-DRa dir
(Sousa ve ark., 2015).

Kati1 tiimorlerde, TAM'larin ana kaynagi, tiimorlerin iginde ¢ogalan yerlesik
makrofajlarin  yerine dolasimdaki monositlerdir. Kemik iligindeki monositler,
miyeloid progenitdrlerden tiirer, kan dolagimi yoluyla tiimorlere girebilir ve ardindan
makrofajlara farklilasabilir. M1/M2 paradigmas: tiimdriin ilerlemesinde 6nemli rol

oynamaktadir (Boutilier ve ark., 2021).



Anjiyogenez, matrisin yeniden sekillenmesi ve tiimor ilerlemesini destekleyen salgi
faktorleri lireten makrofajlarin M2 benzeri polarizasyonu, Th2 sitokinleri; IL-13 ve IL-

4 tarafindan indiiklenmektedir (Yao ve ark., 2018).

Kanser’de M1 makrofajlar, uzun siireli hasta sagkalimiyla iliskili tiimor baskilayicilar
olarak bilinirken, M2 makrofajlar, timor adaciklarindaki yiiksek yogunlugun kétii bir
prognozun gostergesi oldugu timdr promotorleri olarak gorev almaktadir (Mortezaee,

ve ark., 2022).

Kanser tedavisi sirasinda kemoterapotik ajanlar, TAM'lar tarafindan yonetilen yanlis
yonlendirilmis bir doku onarim yanitini ortaya ¢ikarabilir. Bu da tiimor biiylimesinin
desteklenmesine ve anti tiimor etkisinin sinirlandirilmasina neden olabilir (Wu ve ark.,
2017; Mantovani ve ark., 2013). In vitro ve in vivo kanmtlar, TAM'larin bazi
kemoterapotik ajanlara (5-florourasil, doksorubisin, gemsitabin, paklitaksel, platin
bilesikleri) ve ayrica anti-VEGF tedavisine kars1 dirence aracilik ettigini gosterilmistir
(Dijkgraaf ve ark., 2013; Wu ve ark., 2017; Shree T ve ark., 2011; Shojaei ve ark.
2007; Paulus ve ark., 2006; Mantovani ve ark., 2015; DeNardo ve ark., 2011).

2.4 Metastaz

Metastaz, "yer degistirme" anlamina gelen Yunanca kokenli bir kelimedir. Bu terim,
birincil tiimdrden viicudun farkli bélgelerine dogru hiicre gogiinii ve kanser nedenli
Oliimlerin ana nedeni olarak goriilen yeni tiimdrlerin olusumunu ifade etmektedir

(Babaei ve ark., 2021).

Timorlerin cogu epitelyaldir, fakat mezenkimal ozellikler
sergileyebilmektedir. Timdr invazyonu sirasinda, tiimor hiicreleri birincil timor
bolgesinden hareket eder ve normal embriyonik gelisim sirasinda epiteldeki hiicrelere
benzer sekilde epitel Ozelliklerini ve hiicreden hiicreye temaslar1 kaybeder ve
mezenkimal 6zellik kazanirlar (Thiery, 2002; Kraljevic Pavelic ve ark., 2011). Buna

epitelyal mezenkimal gecis (EMT) adi verilir.



EMT, kanser hiicresi metastazinda dnemli bir role sahip molekiiler mekanizmalardan
biridir (Montanarive ark., 2017). EMT, polarize epitel hiicrelerin hiicreden hiicreye
veya hiicreden hiicre disi matrise (ECM) tutunmasinin bozulmasiyla olusur. E-
cadherin, epitel tutunma baglantisinin ana bilesenidir ve EMT'nin ana bekgisi olarak
gorev yapmaktadir. EMT'yi baglatmak icin anahtar adim olarak kabul edilen e-
cadherin kaybi, hiicreler aras1 mekanik iletisimin bozulmasina yol agmaktadir (Lo ve
ark., 2017). Buna karsin, n-cadherin ve vimentin gibi mezenkimal belirteglerin yani
sira, e-cadherin transkripsiyonel baskilayicilar (Snail/SNAII ve Slug/SNAI2, Twist 1
ve ZEB1 ve ZEB2) EMT sirasinda yiliksek oranda artar ve bu da gelismis hiicre
mobilitesinin mezenkimal fenotip kazanilmasina yol agmaktadir (Grant ve ark., 2013;
Lo ve ark., 2017). Ayrica, mezenkimal hiicreler uzak organlara ulastiktan sonra
(Chaffer ve Weinberg'in evre 2), MET ile epitelyal fenotipe geri donebilir ve bdylece
metastatik bolgelerde kanser hiicresi proliferasyonu ve farklilagma yetenegini yeniden

kazanabilmektedirler (Chaffer CL ve ark., 2007).

Olgun farkli kronik enflamatuar hiicre popiilasyonlari, yerel tiimoér mikro ortamin
etkilemektedir. Bu enflamatuar hiicreler, timor hiicresi proliferasyonunu, matrisin
yeniden sekillenmesini, anjiyogenezi, bastirilmis adaptif bagisikligi ve EMT'yi tesvik
ederek tiimoriin ilerlemesinde dnemli bir rol oynamaktadir. Bunu interldkinler (IL),
interferon (IFN) ve diger tiimor destekleyici faktorler gibi cesitli sitokinler tireterek

yaparlar. (Joyce J & Pollard J, 2009; Song ve ark., 2017).

Kanser hiicrelerinin metastazinin KKH’lerle basladigini gosteren 6nemli kanitlar
bulunmaktadir (Babaei ve ark., 2021). Birkag ¢alisma, KKH'lerin timor metastazinda
anjiyogenezi ve lenfanjiyogenezi destekleyebilecegini gdsterilmistir. Anjiyojenik ve
lenfanjiyojenik faktorler, hipoksi kosullarinda KKH'ler tarafindan yiiksek oranda
eksprese edilir ve bu da KKH'lerin, tiimér olusumu ve ilerlemesi sirasinda dolayli
olarak anjiyogenezi ve lenfanjiyogenezi destekleyebilecegini diisiindiirmektedir (Li ve
ark., 2014; Lizarraga ve ark., 2020) Kendini yenileme yetenegi ve asimetrik boliinme
gosteren hiicreler olarak bilinen ve timor niiksii ile iliskilendirilen KKH'leri
hedeflemenin, kanser tedavisi i¢in etkili bir tedavi stratejisi olabilecegi gosterilmistir
(Babaei ve ark., 2021).



3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii, Biyomalzemeler ve 3
Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvarlari’nda, Dog¢. Dr. Aylin SENDEMIR

danmismanliginda gergeklestirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda satin alinmis insan osteosarkom kok hiicreleri (OKH) ile THP-1
monosit hiicrelerinden indiiklenerek olusturulan MO makrofajlart ve MO
makrofajlarindan ¢esitli sitokinler ile farklilastirilarak olusturulan M1 ve M2
makrofajlarinin kokiiltiir gerceklestirilmistir. Kokiiltiiriin 24. ve 72. saatteki hiicre
canlilik analizleri Alamar Mavisi testi ile, karakteristik belirtegleri ekspresyonlari ayni
pasaj sayisinda kokiiltiir tekrarlanarak 3. giinlerinde immiinofloresan boyama ile ve
metastatic Ozellikleri migrasyon testi ile gosterilmistir. Farkli polarizasyona sahip

makrofajlarin, insan osteosarkom kok hiicrelerine etkisi incelenmistir.
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Sekil 3. Tez ¢aligma planinin sematik gosterimi (Biorender kullanilarak sematize edilmistir.)
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3.1 GERECLER

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

© 0 N o 0o b~ w D P

e T o o
A~ W N B O

Biyogiivenlik kabini (Class 2) (MSC Il AC 120, Metisafe, Tiirkiye)
Inverted mikroskop (CK40-F200, Olympus, Japonya)

Floresan mikroskop (DFC 3000G, Leica, Almanya)

CO2’li inkiibator (371, Thermo Scientific, ABD)

CO>’siz inkiibator (Heraeus B12, Thermo Scientific, ABD)
Santrifiij cihaz1 (5810 R, Eppendorf, ABD)

Su banyosu (Lauda, LCB 0725, Almanya)

Pipet tabancasi (YP4A010986, Isolab, Almanya)

Mikropipetler (Eppendorf, ABD)

. UV Spektrofotometre (BioTek)

. -80°C (88400V, Thermo Scientific, ABD)
.-20°C (FZ 190, AEG)

. +4°C (KIKDN53AV, Bosch)

. Hassas terazi (GD603, Sartorius, Almanya)
15.
16.
17.

Isiticili manyetik karistirici (Big Squid, IKA, Almanya)
Vortex (2x3, Velp, italya)
Sivi azot tanki (Locator Jr Plus, Thermo Scientific, ABD)

3.1.2 Sarf Malzemeleri

6, 12, 24 ve 96 kuyulu kiiltiir plakalar1 (703001, 712001, 702001, 748001,
701001, NEST, Cin)

Filtreli kiiltiir kaplar1 (25 cm?,75 cm?, 175¢cm?) (Greiner, Cellstar, Almanya)
Steril serolojik pipet uclari (2, 5, 10, 25) (210513, 220104, 210305, 210907,
NEST, Cin)

15 ve 50 mL santrifijj tiipleri (601051, 602052, NEST, Cin)

24 kuyulu plakaya uygun 0.4 uM transwell (353095, Falcon, ABD)
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6.
7.
8.

Hemositometre (Neubuer, Almanya)
2’1i insert kiiltiir kaliplar1 (140113/3, Ibidi, Almanya)
Kriyotiipler (375353, Thermo Scientific, ABD)

3.1.3 Kimyasal Malzemeler

I e A

10.
11.
12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

McCoy’s 5A Medium (M8403, Sigma, ABD)

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Merck, ABD)
Lipopolisakkarit (PS) (Sigma, ABD)

Interferon- gama (IFN-y) Human (Sigma, ABD)

Interleukin-4 (IL-4) Human (Sigma, ABD)

PMA (12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate, 4B,90,12p,130,20-
Pentahydroxytiglia-1,6-dien-3-one 12-tetradecanoate 13-acetate) (Sigma,
ABD)

Fetal sigir serumu (FBS) (Capricorne, Almanya)

Penisilin/Streptomisin (Pen/Strep) (Capricorne, Almanya)

Tripan mavisi soliisyonu (Sigma, ABD)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)

L-glutamin (Capricorne, Almanya)

Tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) soliisyonu (2,5 g/L tripsin, 0,5
mM EDTA) (Capricorne, Almanya)

Triton X-100 (x100, Sigma, ABD)

Alamar Mavisi (2359067, Invitrogen, ABD)

Sigir Serum Albiimini (BSA) (Yag asidi igermeyen) (A-421-25, Gold
Biotechnology, ABD)

Vimentin Antikoru (SC 8260, Santa Cruz, ABD)

N-cadherin Antikoru (SC 8424, Santa Cruz, ABD)

Nanog Antikoru (AB 106465, Abcam, Ingiltere)

Sox2 Antikoru (AB 79351, Abcam, Ingiltere)

APC Anti-Human CD133 Antikoru (372806, Biolegend, ABD)

Kegi Anti-Mouse Sekonder Antikor (Ab 150113, Abcam, ingiltere)

Esek Anti-Rabbit Sekonder Antikor (Ab 150075, Abcam, ingiltere)

13



3.2 YONTEM

3.2.1. OKH Hiicre Hattimin Kiiltiirii

Insan osteosarkom ké&k hiicre hatt1 (OKH) (Celprogen, CA, ABD), Ege Universitesi
Biyomiihendislik Bolimii, Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvari
stogundan kullanilmistir. OKH’ler, % 2,5 FBS, % 0,1 L-glutamin ve % 0,01
gentamisin igeren McCoy’s 5A besi ortami ile 37°C’de % 5 CO2, % 95 nemli ortamda
kiiltiire edilmistir ve hiicrelerin iki giinde bir besi ortami degistirilmistir. Bu ¢alismada

OKH hiicre hatt1 P2-P6 pasaj araliginda kullanilmustir.

3.2.1.1. OKH Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Hiicrelerin bulundugu flasktaki oran % 80’e ulastiginda pasaj yapilmistir. Eski besi
ortami1 ¢ekilip atilmistir ve hiicrelerin yiizeyi Ca?, Mg*? icermeyen PBS ile
yikanmigtir. % 0,25 tripsin/EDTA soliisyonu eklenerek, 2-3 dakika inkiibatorde
bekletilmistir. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildigindan emin olmak i¢in mikroskopta
inceleme yapilmistir. Tripsinin 3 kat1 kadar besi ortam1 eklenerek ve 4°C, 1000 rpm’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak, besi ortami eklenmistir ve hiicreler

stispanse edilerek yeni bir flaska koyulmustur.

3.2.1.2. OKH Hiicre Hattinin Dondurulmasi

Caligmanin devaminda hiicrelerin ayni1 pasaj araliginda kullanilabilmesi igin
dondurularak stok hazirlanmistir. Hiicreler 4°C, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant atilarak, %90 FBS ve %10 DMSO ile siispanse edilerek
kriyotiiplere koyulmustur. 24 saat boyunca -86°C’de bekletildikten sonra uzun siireli

saklanilabilmesi i¢in sivi azota (-196°C) aktarilmistir.
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3.2.2. THP-1 Hiicre Hattimin Kiiltiira

THP-1 hiicre hatti (ATCC, ABD), Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii

Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvari stogundan kullanilmistir.

Hiicreler % 10 FBS, % 1 L- glutamin ve % 0,1 penisilin-streptomisin igeren RPMI
besi ortaminda 37°C'de % 5 CO2, % 95 nemli ortamda kiiltiire edilmistir. Besi ortami
iki giinde bir degistirilerek hiicre konsantrasyonu istenilene ulastiginda pasaj yapilarak
kiiltiirlin devam1 saglanmistir. Hiicreler ¢calismanin devamliligi i¢in %90 FBS ve %10
DMSO ile dondurulmustur. ilk 24 saat -86°C’de bekletildikten sonra uzun siireli

saklanilabilmesi i¢in s1v1 azota (-196°C) aktarilmigtir.

3.2.2.1. Monositlerin Makrofajlara indiiklenmesi

Monositlerin indiiklenmesi, farklilastirilmas: ve kokiiltlirii icin 0.4 pm gdzenek
capinda, 24 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarina uygun transwell (Falcon, ABD)

kullanilmistir.

THP-1 hiicreleri santrifiij tiipiine koyularak 4°C , 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. 24 kuyulu plakalara transweller yerlestirilmistir. Hiicreler hemositometre
ile sayilarak her transwellde 500 pL’de 2x10° hiicre/ mL olacak sekilde ekim
yapilmistir. 1 mL ortam i¢in 2 uL. PMA stok soliisyonu (100 pg/mL) eklenmistir ve
16 saat boyunca % 5 COg, 37°C'de inkiibe edilmistir. 16. saat sonunda PMA’l1 ortam
cekilmistir ve yeni besi ortam1 eklenerek 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Bu sekilde THP-1 monosit hiicreleri makrofajlara (MO) indiiklenmistir.
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3.2.2.2. Makrofajlarin Farkhlastirilmasi

Inkiibasyon sonras1 elde edilen makrofajlar (MO0), uygun sitokinler kullanilarak 3

giinliik inkiibasyon sonrasinda M1 ve M2 makrofajlarina farklilastirilmistir.

Tablo 2. THP-1 monositlerinin makrofajlara farklilasmasinda kullanilan sitokinler.

MO RPMI besi ortam

Makrofaj

M1 100 ng/mL IFN-y ve 100 ng/mL LPS (Graney ve ark., 2020)
Makrofaj

M2 40 ng/mL IL-4 (Graney ve ark., 2020)

Makrofaj

3.2.3. OKH ve Makrofajlarin Kokiiltiirii

OKH’ler 24 kuyulu plakalarda her kuyuda 500 pL’de 10° hiicre/mL olacak sekilde
ekilerek 24 saat inkiibe edilmistir. Transwell’de bulunan makrofajlarin eski ortami
¢ekilmigtir ve OKH’lerin bulundugu 24 kuyulu plakaya aktarilmistir. 500 uL % 2,5
FBS igeren McCoy’s 5A besi ortami1 eklenerek kokiiltiir baglatilmistir.
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Sekil 4. OKH’lerin kokiiltiir i¢in 24 kuyulu plakalara ekilmesi.

3.2.4. OKH’lerde Hiicre Canlilik Analizleri

Alamar Mavisi testi kokiiltiiriin 1. ve 3. giinlerinde uygulanmistir.

fIk olarak transwellerin icindeki eski ortami c¢ekilmistir ve baska bir plakaya
aktarilmigtir. 24 kuyulu plakadaki OKH’lerin eski besi ortami ¢ekilmistir. %10 Alamar
mavisi ve % 90 McCoy’s 5A besi ortami olacak sekilde her kuyuya 300 uL
koyulmustur. Plakalar aliminyiim folyo ile kapatilmistir ve 4 saat inkiibasyona
brrakilmistir. 4 saat sonra, 96 kuyucuklu plakada her kuyuya 100 pL eklenmistir. 570-
600 nm’de 6l¢tim yapilmistir. Transweller tekrar 24 kuyucuklu plakalara koyulmustur,

yeni besi ortami eklenerek 3. giin 6l¢timii i¢in kokiiltiire devam edilmistir.
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3.2.5. Immiinofloresan Boyama

OKH’ler igin kokliik belirtegleri olan CD133, Sox2, Nanog antikorlar1 kullanilarak

ekspresyon seviyeleri Immiinofloresan Boyama yapilarak goriintiilenmistir.

Tiim kokdiltiir gruplarin 3. gliniinde metastatik gézlem igin Sox2, Nanog ve Vimentin

antikorlar1 kullanilarak ekspresyon seviyeleri Immiinofloresan Boyama yapilarak

gorilintiilenmistir.

1. Plakada bulunan eski ortam ¢ekilmistir.

2. %100 Metanol ile 30 dakika -20°C’de hiicreler fikse edilmistir.

3. % 0.2 Triton X-100’lii Ca*?, Mg*? igermeyen PBS ile 5 dakika bekletilmistir.

4. Ca*?, Mg*?icermeyen PBS ile 1 kez yikama yapilmistir.

5. % 1 BSA’l1 Ca*?, Mg*? igermeyen PBS ile 5 dakika bekletilmistir.

6. Primer antikorlar %1 BSA’li Ca*’, Mg icermeyen PBS igerisinde
hazirlanmistir (1:100, 1:200).

7. Nemli bir ortam yaratilarak 4°C’de gece boyu bekletilmistir.

8. Ca*?, Mg*? icermeyen PBS ile 3 kez yikama yapilmustir.

9. Sekonder antikorlar eklenip (1:500). 2 saat 37°C’de aliminyiim folyo ile
kapatilarak bekletilmistir.

10. Ca*?, Mg*? icermeyen PBS ile 3 kez yikama yapilmustir.

11. Img/ mL olan DAPI’den % 0,1 olacak sekilde her kuyuya 100 pL eklenilerek
10 dakika bekletilmistir.

12. 1 mL %70 EtOH eklenerek oda sicakliginda bekletilmistir.

13. 1 mL %100 EtOH eklenerek oda sicakliginda bekletilmistir.

14. Floresan mikroskopta inceleme yapilmistir.
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3.2.6. Migrasyon Testi

Migrasyon testi i¢gin kokiiltiiriin 3. giiniinde hiicrelere pasaj yapilarak uygun sayida
ekim yapilmistir. Bu test i¢in 2’li insert kiiltiir kaliplar1 kullanilmastir (Ibidi,
Almanya).

1. 1lk olarak kaliplar 12°1i plakalarin tam ortasina yerlestirilmistir.

2. Her kalibin birinde 70 pL, toplamda 140 pL’de 3x 10* hiicre/ mL olacak

sekilde her iki boliime hiicre ekimi yapilmistir.

3. Hiicreler konfliient oldugunda kaliplar c¢ikarilmistir ve PBS ile yikama
yapilmistir.

4. Besi ortami eklenmistir ve ters faz 1s1k mikroskobunda belirli saat araliklarinda

hiicreler arasi boslugun dolmasi gézlemlenerek fotograf ¢ekimi yapilmustir.

5. 0, 3, 12 ve 24. saatlerde ¢ekilmis fotograflar ImageJ programi kullanilarak
hiicreler arasindaki boslugun genisligi 6l¢iilmiis ve t=0 anindaki boslugun
genigligine oranlanarak migrasyon orani hesaplanmistir. Elde edilen ortalama
deger ve standart sapmalar ile GraphPad programi kullanilarak istatiksel

analizler elde edilmistir.
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Sekil 5. Migrasyon testi i¢in yapilan hazirlik asamasi. 2’li insert kaliplar plakaya koyulur ve
hiicrelerin ekimi yapilir.
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3.2.7 istatiksel Analiz

Gergeklestirilmis olan tiim deneyler en az ii¢ tekrarli olacak sekilde (n=3)
yapilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in yapilan sayisal degerlendirmelerde
ortalama deger ve standart sapmalar belirlenmistir. Deney gruplarindan elde edilen
sonuglarin normal dagilima uyup uymadigi incelenerek bu analizin sonuglarina
gore parametrik veya parametrik olmayan istatistiksel analiz yontemleri secilerek
%95 giliven araliginda uygulanmistir. Sonuglar, Dunnett ¢coklu karsilastirma testi

ile her grupta tek yonliit ANOVA kullanilarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 OKH ve THP-1 Hiicre Hatlarinin Morfolojileri

Sekil 6. OKH hiicre morfolojilerinin 151k mikroskobunda goriintiilenmesi. (6lgek ¢izgisi:
20pum)

Sekil 6°da 2-6 pasaj araliginda calisgilan OKH hiicrelerinin igsi morfolojide,

osteoblastik hiicre yapisinda oldugu gozlemlenmistir (Abarrategi ve ark., 2016).
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Sekil 7. THP-1 monosit hiicre morfolojilerinin 1sik mikroskobunda gortintiilenmesi. (6lgek
¢izgisi: 200pum)

Sekil 7°de THP-1 monosit hiicrelerinin siispanse monositik hiicre yapisinda oldugu

gozlenlenmistir (Chanput ve ark., 2014).
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4.2 THP-1 Monositlerin Makrofajlara Indiiklenmesi

Sekil 8. THP-1 monosit hiicrelerinin MO makrofajlarina indiiklenmesi. A) THP-1 monositlerinin 151k
mikroskobunda goriintillenmesi (6l¢ek ¢izgisi:10 pm) B) THP-1 hiicrelerinin 16 saat PMA
inkiibasyonu sonrast MO makrofajlara indiiklenmesinin 151k mikroskobunda goriintiilenmesi
(0lgek cizgisi: 20 um)

THP-1 monosit hiicrelerinin morfolojisi siispanse halde gézlemlenirken (Sekil 8a), 16
saat PMA ile inkiibasyonundan sonra MO makrofajlara indiiklendiginde monolayer

faza gegerek kiiltiir ylizeyine tutunduklari gézlemlenmistir (Sekil 8b).
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4.3 OKH’lerde Hiicre Canlhilik Analizleri

24. saat

Fodk Kk

Hiicre Canlihgi(%)

T
OKH OKH+M0 OKH+M1 OKH+M2

Deney Gruplari

Sekil 9. OKH ve makrofaj kokiiltiiriiniin 24. saatteki Alamar Mavisi testi analiz sonuglarinin grafikleri.
j g
(**** p <0.0001, ** p <0.01, * p <0.05)

OKH’ler ile kokiiltir gruplart (OKH+MO, OKH+M1 ve OKH+M2) ve kokiiltiir
gruplarina kendi aralarinda karsilastirildiginda OKH+M2 grubundaki OKH’lerin
OKH grubuna gore daha yiiksek canlilik gosterdikleri; OKH+MO grubu ile OKH
grubu arasinda anlaml fark olmadigi;; OKH+M1 grubunun ise OKH grubuna gore

hiicre canliliginda diisiis gosterdigi goriilmektedir (Sekil 9).
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72. saat

Fk

120 -
110
100 -

Hiicre Canlihgi(%)

O-Jlll1ll;5 1
OK OKH+M0 OKH+M1 OKH+M2

Deney Gruplari

Sekil 10. OKH ve makrofaj kokiiltiiriiniin 72. saatteki Alamar Mavisi testi analiz sonuglarinin
grafikleri. (*** p <0.001, ** p <0.01)

72. saat hiicre canlilik oranlarina bakildiginda OKH+M1 kokiiltir grubunun OKH

grubuna gore istatiksel olarak anlamli artig gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 10).
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4.4 Immiinofloresan Boyama Analizleri

4.4.1 OKH Hiicrelerinin Immiinofloresan Boyama Analizleri

OKH hiicrelerinde CD133*, Nanog ve Sox2 ekspresyon diizeyleri immiinofloresan
boyama yontemi ile floresan mikroskopta (DFC 3000G, Leica, Almanya)

gorilintiilenmistir.

Nanog CD133

Sox2

OKH

Sekil 11. OKH hiicrelerinin CD133*, Nanog ve Sox2 ifadelerinin immiinofloresan boyama gériintiileri
(6lgek ¢izgisi: 100 pm).
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OKH’lerin kanser kok hiicre 6zelligini kanitlayan CD133+, Nanog ve Sox2 antikorlar1
kullanilarak elde edilen immiinofloresan boyama goriintileri Sekil 11°de

gosterilmistir.

Kanser kok hiicrelerinin belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan CD133* belirteci
osteosarkom hiicre hattinda kullanilarak kanser kok hiicrelerinin varligi ispatlanmistir

(Tirino ve ark., 2008; Brown ve ark., 2017).

Nanog, kanser kok hiicre benzeri hiicrelerde malignitenin indiiklenmesinde yer alan

bir transkripsiyon faktordiir (Yuan Ye ve ark., 2021).

Sox2’nin kok hiicre ozelliklerine sahip olan tiimdr baslatan osteosarkom hiicre
popiilasyonunu isaretledigi yapilan bir ¢alismada kanitlanmistir (Basu-Roy ve ark.,
2012).
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4.4.2 Kokiiltiir Immiinofloresan Boyama Analizleri

Kokiiltiir sonrasinda her OKH grubunda Nanog, Sox2 ve Vimentin ekspresyon
diizeyleri immiinofloresan boyama yontemi ile floresan mikroskopta (DFC 3000G,

Leica, Almanya) goriintiilenmistir.

Nanog DAPI Merge

Sekil 12. OKH+MO0, OKH+M1 ve OKH+M2 kokiiltiir gruplarinda OKH’lerin Nanog ifadesinin
immiinofloresan boyama goriintiileri (6lgek ¢izgisi 100 pm).

OKH+MO0

OKH+M1

OKH+M2
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OKH+MO0

OKH+M1

OKH+M2

Sekil

13. OKH+MO0, OKH+M1 ve OKH+M2 kokiiltir gruplarinda OKH’lerin Sox2 ifadesinin
immiinofloresan boyama goriintiileri. (6lgek ¢izgisi: 100 um)
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Vimentin

OKH+M1 OKH+MO0

OKH+M2

Sekil 14. OKH+MO0, OKH+M1 ve OKH+M2 kokiiltiir gruplarinda OKH’lerin vimentin ifadesinin
immiinofloresan boyama goriintiileri (6l¢ek ¢izgisi: 100 pm)
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Kokiiltiir gruplarinin Sekil 12°de Nanog, Sekil 13’te Sox2 ve Sekil 14’te vimentin

ekspresyon diizeyleri floresan mikroskopta goriintiilenmistir.

Nanog’ta en fazla ekspresyon goriilen grup OKH+M2 iken, Sox2’de OKH+MO ve
OKH+M2 ve Vimentin ekspresyonunun en fazla oldugu grup ise OKH+MO ve
OKH+M2 olarak goriintiilenmistir.

Vimentin, mezenkimal hiicrelerde eksprese edilen bir ara filament proteinidir (Zhang
ve ark., 2022). Vimentin malign tiimodrlerin migrasyonunda énemli rol oynamaktadir
(Chernoivanenko ve ark., 2013). Sekil 14’te mezenkimal hiicre belirteci olan
vimentinin ekspresyonuna bakildiginda, mezenkimal hiicre goriintiisii en fazla
OKH+MO0 ve OKH+M2 grubunda izlenmistir.
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4.5 Migrasyon Testi Analizleri

Her kokiiltiir grubunda 0, 3, 12, ve 24. saatlerde hiicreler arasindaki boslugun
fotograflan ters faz 151k mikroskobuyla (CK40-F200, Olympus, Japonya) cekilerek

hiicrelerin migrasyon goriintiileri Sekil 15°te gosterilmistir.

0Osa 3sa 12sa 24sa

=]
2
+
I
X
o]

OKH+M1

OKH+M2

Sekil 15. Kokiiltiiriin 3. giinli sonrasinda yapilan migrasyon testi goriintiileri. OKH+MO0, OKH+M1 ve
OKH+M2 kokiiltiir gruplarinda OKH’lerin 0, 3, 12 ve 24. saatteki migrasyon gorintiileri.
(6lgek ¢izgisi: 200 um)
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Sekil 16. Kokiiltiiriin 3. giinii sonrasinda yapilan migrasyon testinde OKH+MO0, OKH+M1 ve
OKH+M2 gruplarinda OKH’lerin 0, 3, 12 ve 24. saatteki migrasyon oran grafigi (**** p
<0.0001, ** p <0.01, * p <0.05)

Sekil 16°da kokiiltiir gruplarinin 0, 3, 12 ve 24. saatteki migrasyon oran grafigi
gosterilmektedir. Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmaktadir.
24. saatteki migrasyon oranlart OKH+MO0’da %78, OKH+M1’de %59 ve OKH+M?2
grubunda % 93’tiir. OKH+M2 grubunun migrasyon oranina bakildiginda en hizli go¢

eden kokiiltiir grubu olarak analiz edilmistir.
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5. TARTISMA

KKH’ler, kendi kendini yenileyen, tiimdriin baslamasi, niiksii ve metastazinda kritik
role sahip kanser nigleri igerisinde lokalize olan popiilasyondur. Genel olarak, ¢ok
sayida KKH, artan tiimor proliferasyonu ve olumsuz klinik sonuglarla iliskilidir
(Najafi ve ark., 2019). Giiniimiizdeki kapsamli arastirmalara ragmen, KKH’lerin
kimligi ve kanser tedavisindeki miicadele konusundaki zorluklar hala sabittir (Lim ve

ark., 2021).

o

G G@ G
?\\ - J/."- q » q q p

Kok Hiicre (KH) PremalignKH  Kanser K&k Hiicre Birincil Tumér

(KKH)

. Bilinmeyen birincil
Migrasyon/Metastaz bdlge kanserine
giden yollar

Metastatik KH Metastatik KKH Metastatik Tumor

Bilinen birincil bélge
kanserine giden yol

Sekil 17. Kok hiicrelerin migrasyon yetenegi, bilinmeyen birincil bolge kenserinin varhgim
acgiklayabilir. Birincil yeri bilinmeyen bir kanser, premalign kdk hiicreler veya kanser kok
hiicreleri dogal dokularindan (birincil bélge) gog ettiginde ve birincil bolgelerinde bir timor
olugturmadan o6nce veya olusturmadan baska bir dokuda (ikincil bolge) bir timor
olusturdugunda olusur (Lopez-Lazaro ve ark., 2015). (Lopez-Lazaro ve ark.’dan
esinlenilerek Biorender kullanilarak sematize edilmistir.)
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Kanserin ilerlemesinde KKH'lerin temel mekanizmasi belirsizdir. Boylece somatik
hiicrelerden tiiretilen KKH'lerin kanser hiicresindeki degisiklikleri ve edinilmis
genetik/epigenetik mutasyonlar nedeniyle kokliiglinii geri kazanmasi gibi bir takim
onerilerde bulunulmustur. Bunun i¢in hiyerarsik ve stokastik modeller olmak tizere iki

model Onerilmistir.

Sekil 2’de gosterilen hiyerarsik modele gore, tiimor baslangici, normal biiylime
kontroliinden ve diizenlemesinden kacan kok hiicrelerle baslar. Bu nedenle, timorlerin
biyolojik temelini olusturan farkli bir hiicre popiilasyonuna yol agan KKH'lere
doniisebilirler. Hiyerarsik model klinik olarak dogrulanmigtir ve neden yalnizca
KKH'lerin tamamen  ortadan  kaldirilmasinin =~ kanserlerin ~ niiksetmesini
onleyebilecegini agiklamaktadir. Bununla birlikte, bu model KKH'ler ve diger

farklilagmis kanser hiicreleri arasindaki etkilesimi agiklayamamaktadir.

Sekil 1°de gosterilen stokastik model ise uygun kosullar altinda tiim tiimor hiicrelerinin
(farklilagsmis veya farklilagsmamis) baska lezyonlar baslatabilecegini 6nermektedir. Bu
model, timor heterojenligi ile tiimorleri baslatma kapasitesi arasindaki iliskiyi
aciklamada sinirlamalara sahiptir. Bu bulgular, her iki modelin de birlestirildigi

hiicresel plastisite kavramina yol agmistir (Bradshaw ve ark., 2016; Ju ve ark., 2022).

Hiicresel plastisite, TME’nin 6nemli bir 6zelligidir ve tiimoriin agresif davranisini
bliyiik olciide etkilemektedir. Plastisite ve KKH, timéri tesvik etme kapasitelerine
sahip cok sayida hiicreyi besleyerek bir kanseri sekillendirmek icin gerekli olan
birbirine bagl siireclerdir. TME’nin hiicresel plastisite dogasi, ozellikle yiiksek
dereceli kanserler i¢in terapi agisindan sadece KKH'leri yok etmenin yeterli olmadig:

anlamina gelmektedir (Najafi ve ark., 2019).
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Sekil 18. Timor mikrogevresinin sematik olarak gosterimi. (KKH: kanser kok hiicre, NK: dogal
oldiriicii, MDSC: miyeloid tiirevli baskilayict hiicreler, CAF: kanserle iligkili fibroblastlar,
ECM: hiicre dig1 matris) (Ju ve ark., 2022) (Ju ve ark.’dan esinlenilerek Biorender kulanilarak
sematize edilmistir.)

TAM’lar, TME’de cesitli faktorleri yoneterek One c¢ikan bagisiklik hiicreleridir.
TAM'lar, kanserin baslatilmas1 ve ilerlemesi, immiin baskilama, metastaz, premalign
bir nis olusturma ve anjiyogenez dahil olmak {izere tiimoriin ilerlemesinde 6nemli rol

oynamaktadir (Yang ver ark., 2017).

TME'"in timor gelisimi ve terapdtik direngteki kritik rollerinin artan anlayisi gz
Ontine alindiginda, kanser hastalarinda terapotik faydalar elde edilmesinde TME'nin

bilesenlerini hedeflemeye yonelik bir¢ok caligsmalar yapilmistir.
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Dogrudan kanser hiicrelerini hedeflemeye kiyasla TME'yi hedeflemede onemli bir
terapoOtik avantaj saglar, ¢linkii kanser hiicreleri, genomik kararsizliklarindan dolay1
ilag direncine yatkinken, TME'deki tiimor olmayan hiicreler genetik olarak daha

kararli bir yapiya sahiptir ve daha savunmasizdir (Xiao & Yu, 2021).

Literatiirdeki bilgilere dayanarak yapilan bu tez ¢alismasinda, insan osteosarkom kok
hiicreleri ve tiimor mikrogevresinde bulunan makrofajlarin etkilesimine bakilarak ti¢
farkli makrofaj fenotipinin (MO, M1 ve M2) timér metastazindaki rolleri

incelenmistir.

., 3 . 4 ;?

Monosit C%‘\, ('x

l > .

PMA IFN-y M1 Makrofaj
* LPS
MO Makrofaj IL-4

IL-13

IL-4
IL-13 M2a

IL-1R
LRy m2p

IL-10

ﬂp M2c

M2 Makrofaj
IL-6

| " M2

Sekil 19. Makrofaj farklilasmasi ve polarizasyonu sematik gosterimi. (Biorender kullanilarak sematize
edilmistir.)

OKH hiicreleri Mc Coy’s 5A besi ortami ile, THP-1 monosit hiicreleri RPMI besi
ortami1 kullanilarak kiiltiire edilmistir. Monosit hiicrelerinin 16 saat PMA ile
inkiibasyonu ile MO makrofajlar1 elde edilmistir. Daha sonra, literatiire dayanilarak
Sekil 22°de gosterildigi gibi MO makrofajlart ile gesitli sitokinler M1 makrofajlar igin
100 ng/mL IFN-y ve 100 ng/mL LPS ve M2 makrofajlar i¢in 40 ng/mL IL-4
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kullanilarak 3 giin inkiibe edilerek istenilen makrofaj fenotiplerine indiiklenmistir

(Graney ve ark., 2020).

Elde edilen M0, M1 ve M2 makrofajlarin OKH’ler ile kokiiltiirii baglatilarak Sekil 9’da
gosterilen 24. saat sonunda hiicre canlilik analizleri Alamar mavisi testi ile

Olciilmiistiir.

OKH’ye gore OKH-+M2 kokiiltiir grubunun canlilik oraninin en yiiksek oldugu
gosterilmistir. TAM'lar, tiimor mikrogevresindeki 6nemli bir rol oynayan ve en ¢ok
bulunan bagisiklik popiilasyonunu temsil eder. TAM’lar, tiimér hiicrelerinin varligryla
derinden iligkilendirilmistir ve en yaygin olarak M2 benzeri bir fenotip kazanmislardir.
TAM'larn, aktif olarak kanser hiicresi proliferasyonunu artirdigi ve anti timor
bagisiklik yanitlarmi giiclii bir sekilde baskiladiklart igin tiimoriin ilerlemesini
destekledigi kabul edilmektedir (Sainz ve ark, 2016; Mantovani ve ark.2017;
Allavena ve ark., 2021).

Sekil 10°da gosterilen 72. saatteki hiicre canlilik analizleri Alamar Mavisi testi ile
Olctilmiistiir. OKH’lere gore OKH+M1 grubunda anlamli bir artis gézlemlenmistir.
Literatiire bakildiginda bir ¢alismada, osteosarkomda tanimlanan TAM'lar hem M1
hem de M2 6zelliklerine sahip oldugu gosterilmistir (Buddingh EP ve ark., 2011).

Glioblastom kok hiicreleri ile M2 makrofajlarin kokiiltiirii yapilan bir ¢alismada, M2
makrofaja 6zgii salgilanan bir sitokin olan TGF-21 seviyelerinin, KKH'lerin varliginda
yiikseldigini bildirilerek ve kokiiltiiriin daha once M1 fenotipine polarize olan
makrofajlarda M2  belirteclerinin ~ ekspresyonunun artmasiyla sonuglandigi
bulunmustur. siRNA aracilt STAT3 susturulmasimin, KKH'lerin kemo-yanit1 ve go¢
etme yeteneklerini azalttig1 bildirmistir. STAT3 siRNA ve DNA alkilleyici ajanlarin
kombinasyon tedavisinin, KKH fonksiyonlarim1 ortadan kaldirdigini bildirilmistir
(Nusblat LM ve ark., 2017). Boylece OKH+M1 grubununun M2’ye polarize

olabilecegi diisiiniilebilir.
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Bu tez calismasinda, daha dnceden satin alinmis Ege Universitesi Biyomiihendislik
Boliimii, Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvari stogunda bulunan
insan osteosarkom kok hiicreleri (OKH), Tablo 1°de (Schiavone ve ark., 2019)
gosterildigi gibi kanser kok hiicre belirtegleri olarak kullanilan CD133*, Sox2 ve
Nanog’un ekspresyon diizeylerinin immiinofloresan boyama yapilarak floresan
mikroskopta ¢ekilen fotograflar1 Sekil 14°te gosterilerek OKH’lerin kokliik 6zellikleri

ispatlanmigtir.

Kokiiltiir gruplarinda Nanog (Sekil 12), Sox2 (Sekil 13) ve vimentin (Sekil 14)

ekspresyon seviyeleri goriintiilenmistir.

Sekil 12’e bakildiginda Nanog ekspresyonunun OKH+M2 kokiiltiir grubunda en fazla
floresan yogunlukta oldugu goriilmektedir. Son ¢aligmalar, Nanog upregiilasyonunun
malignitelerin ileri evreleri ve kotii prognozu ile 6nemli bir iliskisi oldugunu ve 16semi,
karaciger, kolorektal, prostat, yumurtalik, akciger, bas ve boyun, beyin, pankreas,
mide ve meme kanserlerinin tiimor olusumunda ¢ok 6nemli bir rol oynadigini ortaya

koymustur (Vasefifar ve ark., 2022).

Nanog'un asir1  ekspresyonu, ¢esitli kanser tiirlerinde tiimdér metastazi ile
iligkilendirilmistir (Lin T ve ark., 2021). Ayrica Nanog, kanser hiicresi motilitesini de

aktif olarak diizenlemektedir (Wang ve ark., 2013).

Siu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada Nanog’un yumurtalik kanseri hiicrelerinde
yuksek oranda eksprese edildigi goriilmiistir ve Nanog'un susturulmasi, hiicre

¢ogalmasini, gociinii ve metastazini engellemistir (Siu ve ark., 2013).

Park ve ark. tarafindan yapilan bagka bir calismada, Nanog'un ekspresyonunun,

lenfatik invazyon, akciger adenokarsinomunda EMT ile iligkili oldugu ve akciger

40



adenokarsinomunda kdtii prognoz i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu bildirilmistir

(Park ve ark., 2016).

Boylece Nanog’un da OKH+M2 grubunda asir1 ekspresyonu goz Oniinde
bulunduruldugunda bu grubun metastatik 06zelliginin yiliksek oldugu sonucuna

varilabilir.

Sekil 13’e bakildiginda Sox2’nin OKH+MO0 ve OKH+M2 grubunda en fazla eksprese
edildigi goziikmektedir. Zhang ve ark. tarafindan yapilan arastirmada, hepataseliiler
karsinomda (HCC) MO makrofajlarla ilgili genlerinden biyoinformatik yontemler
kullanilarak bir risk modeli olusturulmustur. Yapilan bu calismaya goére, MO

makrofajlarin da tiimore katkisindan bahsedilebilir (Zhang ve ark., 2022).

Mou ver ark. meme kanserinde yapmis olduklart ¢alismada Sox2’nin timor
metastazinda rol oynayabilecegini gostermislerdir. Boylece OKH+M2 kokiiltiir
grubunun Sox2 ekspresyonunda metastatik 6zelligi gosterebilirken, hem de bir kanser
kok hiicre belirteci olan Sox2’nin artmasit OKH+M2 kokiiltiir grubundaki kanser kok
hiicrelerin varliginin da arttigin1 gostermektedir. (Mou ver ark., 2015; Basu-Roy ve
ark., 2012).

Sekil 14’te vimentin ekspresyonlarinin OKH+MO ve OKH+M2 gruplarindaki
ekspresyon oranlariin daha fazla oldugu gosterilmistir. Mezenkimal hiicre belirteci
olan vimentinin hiicre gé¢ilinii ve adezyonu diizenledigi ve kanserin ilerlemesinde bir

faktor oldugu bilinmektedir (Wu ve ark., 2018).

Sekil 14’¢ bakildiginda, OKH+MO ve OKH+M2 grubundaki epitel hiicre
yoksunlugundan mezenkimal hiicre tipine gecisi dikkat c¢ekmektedir. Literatiire
bakildiginda, pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC)ve THP-1 hiicreleriden
indiiklenmis CD68 ve CDI163'i ifade eden ancak CD206'y1 ifade etmeyen MO
makrofajlar ile yapilan ¢alismada PARZ1 ekspresyonunun, birincil PDAC'lerde
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makrofaj infiltrasyonuyla iligkili oldugu ve makrofajlarin, mezenkimal gecisi
indiiklemek i¢in PDAC hiicresi PAR1 iizerinde hareket eden MMP9'u salgilar. Bu
makrofaj kaynakli mezenkimal gecis, makrofaj akisinin tiimor destekleyici roliini
desteklemistir ve makrofajlarin timor biiylimesindeki katkisini agiklamistir (Tekin ve
ark., 2020).

Asir1 vimentin ekspresyonu prostat, gastrointestinal sistem, meme gibi bir¢ok kanserde
bildirilmistir (Kidd ME ve ark., 2014; Satelli A ve ark., 2011; Sun BO ve ark., 2015).
Vimentinin Kat1 timoérlerde EMT sirasinda meydana gelen hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesine katilarak, EMT sinyal yolaklarin1 diizenleyerek metastatik ilerlemeyi

destekledigi de gosterilmistir (Wu ve ark., 2018).

Sekil 15’e bakildiginda kokiiltiir gruplarinda yapilan migrasyon testinin 0, 3,12 ve 24.
saatteki hiicre gocleri goriilmektedir. Sekil 16°daki grafikte 24. saatte OKH+MO
grubunda %78, OKH+M1 grubunda %59 iken OKH+M2 grubunda %93 oraninda
hiicre gdcilinlin tamamlandig1 goriilmektedir. Bu sonuglara bakilarak OKH+M2
kokiiltiir grubunun hiicre migrasyonunda en hizli grup oldugu gorilmektedir.
Literatiirle karsilastirildiginda, M2 makrofajlarinin mide kanseri hiicrelerinin ve meme

kanseri hiicrelerinin gogiinii destekledigi gosterilmistir (Chen ve ark., 2017).

Diger bir ¢alismada, osteosarkom dokularinda M2 makrofajlar tarafindan salgilanan
yaygin bir kemokin olan CCLI18'in asir1 ekspresyonu bildirilerek osteosarkom
hiicrelerinin proliferasyonu ve hiicre invazyonu ile iliskilendirilmistir. Buna ek olarak,
tanimlanmig CCL18 TAM sayisinin, birincil osteosarkom ile karsilastirildiginda
metastatik osteosarkom dokularinda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Su Y ve ark.,

2019).

Bagka bir ¢alismada, THP-1 monosit hiicrelerinden tiiretilmis M2 makrofajlar ile
kokdiltiir yapilan A549 akciger kanser kok hiicrelerinde kok hiicre 6zelliginin arttigi
bildirilmistir (Zhang ve ark., 2021).
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THP-1 monositlerinden indiiklenmis M2 makrofajlar ve glioma hiicreleriyle kokiiltiir
yapilan bagka bir ¢aligmada ise, M2 makrofajlarin JAK2/STAT3 sinyal yolagi
tizerinden IL-10'un JAK2 ile etkilesimi ile gliomay: arttirdig: bildirilmistir (Qi L ve
ark., 2016).

Li ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, pro-tiimér M2 benzeri makrofajlarin
polarizasyonunun ve olusumunun, yiiksek IL-6/IL-8 salgilanmasiyla JAK2/STAT3
sinyal yolaginin aktivasyonu ile mide kanserinde, mide kanseri kaynakli mezenkimal
kok  hiicreler (GC-MSC) tarafindan ¢arpicti  bir  sekilde tetiklendigi
bildirilmistir. Ayrica, GC-MSC ile prime edilmis makrofajlar, mide kanseri
hiicrelerinde EMT siirecini artirarak mide kanseri metastazini Onemli Ol¢iide

destekledigi bildirilmistir (Li ve ark., 2019).

Wei ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, TAM'lar ve kanser hiicreleri
arasinda pozitif bir geri beslenme dongiisii iceren dnemli bir mekanizmay1 ortaya
koymustur. Bu mekanizma kolerektal kanserin (CRC) baslatilmasi, ilerlemesi ve
metastazi i¢in onemlidir. IL6/STAT3/miR-506-3p/FoxQ1 sinyal kaskadinin CRC ile
miicadele i¢in potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi vurgulamaktadir (Wei ve ark.,

2019).

THP-1 monositlerinden tiiretilen M2 makrofajlar ile anoplastik tiroid karsinomundaki
(ATC) kokiiltiir ¢alismasinda, M2 benzeri TAM salgilayan IGF-1 ve IGF-2'nin, IR-
A/IGF-1R araciligiyla PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagiyla ATCmin kanser
invazyonunu, Oct4, Sox2 ve CD133 ekspresyon seviyelerinde kokliigiin arttig1 ve e-
caderinin azalmasi, n-kaderin ve vimentin ekspresyon seviyelerinin artmasiyla

EMT'yi destekledigi ortaya koyulmustur (Lv ve ark., 2021).

Uclii negatif meme kanseri (TNBC) ile kokiiltiirii yapilan M2 makrofajlarin TAM'larin
TNBC’de KKH o6zelliklerini arttirdigi, EMT'yi tesvik ettigi ve TNBC'nin teshisi ve
tedavisi i¢in yeni stratejiler sunalabilecek CCL2/AKT/B-katenin sinyalinin
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aktivasyonu ile TNBC'de KKH ozelliklerini gelistirdigi yeni bir mekanizma
bildirilmistir (Chen ve ark., 2022).

Literattirdeki karsilastirmalara bakilarak yapilan migrasyon testindeki sonuglarin M2

makrofajlarin OKH’lerin metastatik 6zelliklerinde artisa neden oldugu sdylenebilir.

Timorle iliskili makrofajlarin hedeflenmesi, immiinosupresif tiimdér mikro ortamini
tyilestirmek ve antitiimor tedavisinin etkinligini arttirmak i¢in biiyiik bir potansiyele

sahiptir (Ye ve ark., 2019).

CAR-makrofaj (CAR-M) teknolojisi kanser hastalari i¢in yeni bir immiinoterapi
stratejisi sunmaktadir (Gao ve ark., 2022). Santoni ve ark. tarafindan yapilan bir
calisgmada, TME'ye sizan ¢ok sayida makrofajlarla, CAR-M teknolojisi makrofajlarin
fagositozunu diizenler, antijen-sunucu aktivitelerini arttirir ve onlart M1 fenotipinde

bloke ederek immiinosiipresif mikro ortamu iyilestirmistir (Santoni ve ark., 2021).

Eksozomlar, 30-150 nm ¢apindaki en kiigiik hiicre dis1 vezikiillerdir (EV) ve hiicreler
arasindaki etkilesimlerde énemli bir role sahiptir (Guo ve ark., 2020). Genel olarak,
hem makrofaj hem de kanser hiicresi kaynakli eksozomlar, ¢esitli sinyal yolaklarryla

timor immiin kagis1, metastaz ve ilag direnci ile iliskilidir Nagarsheth ve ark., 2017).

Xun ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, meme kanseri hiicrelerinin ortak kiiltiirt,
makrofajlarda KDM6B ekspresyonunun asagi regiilasyonuna yol agtmistir. Kanser
hiicresinden tiiretilmis  eksozomal ~miR-138-5p, makrofajlarda KDM6B
ekspresyonunun inhibisyonuyla M1 polarizasyonunu inhibe etmistir ve M2
polarizasyonunu desteklemistir. Eksozomal miR-138-5p ile tedavi edilen makrofajlar,
akciger metastazini desteklemistir ve dolasimdaki ekzozomal miR-138-5p seviyesi,
meme kanserinin ilerlemesi ile pozitif korelasyon gostermistir. Bu nedenle eksozomal
miR-138-5p, meme kanseri tedavisi i¢in umut verici bir prognostik belirte¢ ve hedefi

temsil etmektedir (Xun ve ark., 2021).
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Ye ve ark., tarafindan yapilan baska bir calismada, TAM'lar1 azaltmak veya yeniden-
egitmek i¢in hiicreye 6zgii yiizey reseptorleri araciligiyla TAM'lar1 hedeflemek igin
cesitli lipozomlar gelistirilmistir. Bu ¢alismada, geleneksel lipozomlar, PEG'lenmis
lipozomlar ve mannosile edilmis lipozomlar dahil olmak tizere lipozomlarin TAM'lar
tizerindeki yiizey islevsellestirmesinin hiicresel internalizasyonu ve immiin sistemi
uyarici aktivitesi arastirilmistir. Veriler, M2 fenotipinden M1 fenotipine gecise dayali
olarak immiinomodiilatorlerin anti-timdr immiin etkinligini artiracak bir dagitim

sistemindeki mannosillenmis lipozomlarin potansiyelinin oldugunu gostermektedir

(Ye ve ark., 2019).
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Sekil 20. Makrofaj polarizasyonundaki sinyal yolaklari. TH1 T hiicreleri tarafindan IFN-y ve 1L-12
salgilanmasini, mTOR/Akt veya TLR4 araciligiyla LPS sinyalini, Akt2/NF-kB aktivasyonunu,
Cd11b'nin SHP-1/2 inhibisyonunu, M2 genlerinin SHIP ve MyD88 inhibisyonunu igermektedir. M1
gen ekspresyonunu indiiklemek i¢in PTEN aktivasyonu ve TNF/TNFR/NF-xB aktivasyonu. M2
genlerinin uyarilmasi, IL-4 ve IL-13'in TH2 T hiicrelerinden salgilanmasi ve IL-4Ra reseptorii
aktivasyonunun yani sira agagi akig Stat6'ya bagl arginaz-1 inhibisyonu, PPARy aktivasyonu ve
mTOR'un TSCI inhibisyonu tarafindan yonetilir (Boutilier ve ark., 2021).

TAM'larin timor evrimindeki odak noktasi olan STAT ailesi (STATI1, STAT?2,
STAT3, STAT4, STAT5A, STATS5B ve STATG6), PI3Ky/AKT ve NF-«kB sinyal
yolaklar1 ve CD47/SIRPa sinyal yolagi gibi bunlarla sinirli olmamak iizere cesitli
sinyal yolaklariyla iliskilidir (Gao ve ark., 2022; Anderson ve ark., 2021; Shu ve ark.,
2020).
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M2 polarize makrofajlart ve hepataseliier karsinom (HCC) iizerinde yapilan bir
calismada, M2 polarize makrofajlarin Toll benzeri reseptér 4 (TLR4) /STAT3 sinyal
yoluyla metastazi ve EMT’yi destekledigi gosterilmistir. TLR4’ii notralize edici bir
inhibitor kullanilarak migrasyon ve EMT indiiklenmistir (Yao ve ark., 2018).

Yapilan baska bir ¢alismada, proliferasyonu ve anti-apoptotik o6zelligini olan M1
benzeri TAM’larin karaciger kanseri hiicrelerindeki infiltrasyonu ve ameliyat sonrasi
transkateter arteriyel kemoembolizasyonun (TACE) etkinligi arasindaki iliski
arastirllmistir.  Arastirmanin - sonucunda M1 makrofajlarin, karaciger kanser
hiicrelerinin anti apoptotik yetenegini arttirmistir. Ayrica M1 benzeri TAM'm
karaciger kanseri hiicrelerinde NF-«B sinyal yolunu aktive edebildigi gbzlemlenmistir.
Boylece M1 benzeri TAM'in karaciger kanseri dokularina sizmasinin, karaciger
kanseri hiicrelerinde NF-kB sinyal yolunu aktive edebilecegi sonucuna varilmistir

(Sharen ve ark., 2022).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, insan osteosarkom kok hiicreleri ile THP-1 monosit
hiicrelerinden tiiretilmis MO, M1 ve M2 makrofajlarin in vitro kosullarda
kokiiltiiri  yapilmustir. Literatiirdeki mevcut c¢alismalarda bu makrofaj
gruplarinin ~ osteosarkom  kok  hiicrelerinin metastazindaki  rolleri
incelenmemistir. Boylece bu calisma ile osteosarkom kok hiicrelerin tiimor
mikrocevresinde bulunan timorle iligkili makrofajlar tarafindan nasil

etkilendigi ortaya konmustur.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismada M2 makrofajlar1 ile kokiiltiir yapilan
osteosarkom kok hiicrelerinde metastatik Ozelliklerin  arttigi  ortaya

konulmustur.

Fakat M0’larin Sox2 ve Vimentin ekspresyon seviyelerindeki artis1 géz onilinde
bulunduruldugunda M0’larin M2’ye polarize olabilecegi ve/veya M0’in da

osteosarkom kok hiicrelerde metastatik 6zelligi arttirdig: diistiniilmektedir.

Timorle iligkili makrofajlarin, timor mikrogevresindeki davraniglarini daha
1yi anlayabilmemiz i¢in kokiiltiir sonrasinda makrofaj belirteclerinin ekpresyon
seviyelerinin  Olgiilmesi  gerekmektedir. ~ Makrofajlarin  birbirlerine
polarizasyonu bilinmektedir. Béylece kokiiltiir sonrasinda makrofajlarin hangi

makrofajlara dontistiigii hakkinda kesin bilgi edinilebilir.

Tiimo6r mikrogevresi olduk¢a karmasiktir. Giiniimiizde tek tek kanser kok
hiicrelerini ya da makrofajlar1 hedefleyen tedavileri diisiinmek yeterli
olmayacaktir. Kanser kok hiicreleri ve makrofajlar1 birlikte hedefleyecek

tedaviler gelistirmek tiimor niiksiint azaltabilir.
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M2 makrofaj benzeri TAM’lar, M1 makrofaj fenotipe yeniden programlanarak

osteosarkom kok hiicreler i¢in bir tedavi stratejisi olarak kullanilabilir.

OKH’lerin M0, M1 ve M2 makrofajlar ile kokiiltiir siireleri 24 ve 72. Saatler
olarak incelenmistir. Sonraki ¢aligmalar i¢in daha uzun deney siirelerinde

OKH’lerin canlilig1 incelenebilir.

Yapilan ¢alismada yari1 kantitatif olarak bilinen immiinofloresan boyama
yapilmistir. Bu c¢alismanin devaminda kantitatif Olglimler icin PCR

kullanilabilir.

Bu calismada epitelyal mezenkimal gegis i¢in sadece mezenkimal belirte¢ olan
vimentin ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Sonraki g¢alismalarda epitel
belirteg olan e-cadherin ve mezenkimal belirteg olan n-cadherin seviyelerine
bakilarak osteosarkom kok hiicrelerinde epitelyal mezenkimal gecis daha

kapsamli olarak arastirilabilir.

Calismanin devaminda, ¢esitli sinyal yolaklar1 hedeflenerek kanser metastazini

engellemeye yonelik ¢alismalar diisiiniilebilir.
Ileriki calismalar i¢in CAR-makrofaj teknolojisi ile kanser niiksiiniin

azaltilmast i¢in tiimore hedeflenecek bir immiinoterapi stratejisi

kullanilmalidir.
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destegini her an hissettigim canim agabeyime,

Uzaklarda olup varligini en yakinda hissettigim herkese ¢ok tesekkiir ederim.

[zmir, 20.02.2023 ASENA BERSAN ARICIOGLU
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