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II 

 

ÖNSÖZ 

 

Günümüzdeki kanser çalışmalarında kullanılan tedavi yöntemlerindeki direncin 

birincil nedeni olan, tümörü başlatan hücreler olarak da tanımlanmış kanser kök 

hücrelerini hedeflerken, tümör mikroçevresinde bulunan tümörle ilişkili makrofajlarla 

birlikte tedavi yöntemlerinin düşünülmesi gerekmektedir. 

Yapmış olduğum yüksek lisans tez çalışmasında edindiğim tecrübelerime dayanarak, 

makrofajların tümör metastazında önemli bir faktör olduğu ve onlara yönelik 

tedavilerde başarılı olabileceğini düşünmekteyim. Bundan sonraki çalışmalar için 

literatüre bir katkı sağlamış olacak olmam beni mutlu hissettirmiştir. 

 

  

İzmir, 20.02.2023 ASENA BERŞAN ARICIOĞLU 
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Özet 

KANSER KÖK HÜCRELERİN MAKROFAJLAR İLE ETKİLEŞİMİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

Kanserin ilerlemesi, nüksü, metastazı ve tedavilere karşı direnç sağlamasının ana 

sorumlusu olan ve kanserin alt popülasyonu olarak tanımlanan kanser kök hücrelerin 

metastazında tümör mikroçevresinde (TME) bulunan tümörle ilişkili makrofajların 

(TAM) ilişkili olduğu bilinmektedir. Buna bağlı olarak yapılan tez çalışmasında, 

osteosarkom kök hücreleri (OKH) ile THP-1 monosit hücrelerinden indüklenen M0, 

M1 ve M2 makrofajlar kokültür yapılarak metastaz ilişkisi incelenmiştir. Çalışmada, 

kokültür gruplarının canlılık analizleri Alamar mavisi testi, CD133, Sox2, Nanog ve 

Vimentin ekspresyon seviyeleri immünofloresan boyama ile görüntülenmiş; hücre 

göçü analizi için migrasyon testi kullanılmıştır. Yapılan çalışma sonucuna göre, M2 

makrofajların kanser kök hücrelerinin metastazında önemli rol oynadığı gösterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler; kanser kök hücreleri; osteosarkom kök hücresi; tümör mikro 

çevresi; tümörle ilişkili makrofajlar; metastaz  
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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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1. GİRİŞ  

 

 

Kanser kök hücreleri (KKH), tümörün başlaması ve ilerlemesinin temel itici güçleri 

olduğu öne sürülen, kök benzeri özelliklere sahip, tümörler içindeki bir hücre alt 

kümesidir. KKH'ler, sınırsız kendini yenileme ve in vivo olarak tümör oluşumunu 

başlatma yetenekleri ile işlevsel olarak tanımlanmaktadır (Aramini ve ark., 2021; 

Peiris-Pagès ve ark., 2016).  

 

Normal kök hücreler gibi, KKH'ler, KKH fonksiyonlarını korumak ve teşvik etmek 

için benzersiz bir mikro ortam sağlayan tümörle ilişkili makrofajlar (TAM) dahil 

olmak üzere çok sayıda hücre tipinden oluşan hücresel bir niş içinde bulunur (Sainz 

ve ark, 2016). 

 

Bağışıklık sistemi kanserin ilerlemesinde önemli bir faktördür. Solid tümörlerde tümör 

tipine bağlı olarak TAM'ların sayısı ile kötü prognoz arasında bir ilişki bulunduğu 

bilinmektedir. TAM'lar M2 makrofajlara benzemektedir ve immünosupresiftir; 

matrisin yeniden şekillenmesine katkıda bulunur ve dolayısıyla metastazı 

desteklemektedir (Sousa ve ark., 2015). 

 

Günümüzdeki kanser tedavilerindeki direncin ana nedeni olarak kabul edilen, kanser 

başlatan hücreler olarak da tanımlanan kanser kök hücrelerin tümör mikro çevresinde 

bulunan tümörle ilişkili makrofajların tümör ilerlemesi, nüksü, ve metastazda önemli 

rolü olduğu bilinmektedir (Boutilier ve ark., 2021). 

 

Kanser hücre hatları ile makrofajların kokültürünün yapıldığı çalışmalar literatürde 

bulunmaktadır (Chen ve ark., 2017; Qi L ve ark., 2016; Chen ve ark., 2022; Lv ve ark., 

2021). Ancak farklı kanser kök hücreleri ile M0, M1 ve M2 makrofajların kokültürü 

ve metastazın araştırılması hakkında yeterli çalışma bulunmamaktadır.  
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Bu tez çalışmasında, makrofajlar ile kokültür sonrası metastaz ilişkisi incelenmemiş 

olan osteosarkom kök hücreler (OKH) kullanılmıştır.  

 

Ege Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü, Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu 

Biyoarafazlar Laboratuvarı’nda yapılan tez çalışmasında, daha önceden satın alınmış 

ve laboratuvar stoğunda bulunan OKH’ler (Celprogen, CA, ABD) kullanılarak, THP-

1 monosit hücre hattından (ATCC, ABD) türetilen M0, M1 ve M2 makrofajların 

kokültürü yapılarak makrofajların OKH’lerdeki metastatik rolü in vitro deneyler ile 

incelenmiştir.  

Bu tez çalışmasında kanser kök hücresinin yolculuğunu incelerken yeni tedavi 

yöntemlerinin nasıl geliştirilebileği hakkında literatüre katkı sağlanması 

beklenmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1 Kanser Kök Hücreler 

 

Kanser Kök Hücreleri (KKH), sınırsız kendini yenileme kapasiteleri ve tümör 

oluşumunu indükleme yetenekleri nedeniyle tümörün başlaması ve ilerlemesinde 

temel etken olduğu bilinen, kök hücre benzeri özelliklere sahip, tümörler içerisindeki 

benzersiz bir hücre alt kümesidir (Aramini ve ark., 2021). 

 

KKH’ler ilk olarak 1994 yılında, Lapidot ve ark. tarafından yapılan çalışmada, Akut 

Miyeloid Lösemi (AML) hücrelerinin yalnızca küçük bir yüzdesinin şiddetli kombine 

immün yetersiz farelerde (SCID) lösemiyi başlatabileceği gösterilmiştir (Lapidot ve 

ark., 1994). Floresanla aktive edilmiş hücre ayıracı (FACS) kullanılarak lösemik kök 

hücreler, normal hematopoietik kök hücrelere benzer hücre yüzey belirteçleri (CD34+, 

CD38 -) olan AML hastalarında toplam lösemik hücrelerin % 0,2'sinden daha az bir 

alt popülasyonu olarak izole edilmiştir. Yalnızca CD34+ ve CD38 - lösemik kök hücre 

popülasyonu SCID farelerde AML oluşturabilmiştir (Bonnet & Dick, 1997; Siclari & 

Qin, 2010).  

 

Solid tümörlerde KKH’lerin tanımlanması ilk olarak göğüs kanserinde Al Hajj ve ark. 

tarafından CD24 ve CD44 yüzey belirteçleri kullanılarak yapılmıştır (Al-Hajj ve ark., 

2003). O zamandan beri, glioblastoma, akciğer kanseri, osteosarkom, kondrasarkom, 

melanom, prostat kanseri gibi çeşitli katı tümörlerde tanımlanmıştır (Tirino ve ark., 

2012).  

 

Kanser, morfolojik ve işlevsel olarak farklı olan malign hücrelerin kontrolsüz bir 

şekilde çoğalmasıyla karakterize edilir. Tümörün hücresel çeşitliliğini açıklamak için 

iki model önerilmiştir; stokastik ya da klonal evrim ve hiyerarşik kanser kök hücre 

modeli. Stokastik evrim modeline göre (Şekil 1), her kanser hücresi benzer bir tümör 

oluşturma kapasitesine sahiptir (Peiris-Pagès ve ark., 2016). Hiyerarşik KKH 

modeline göre (Şekil 2) ise KKH’ler normal bir dokuya benzeyen ve büyük bir 

proliferatif popülasyonun oluşumundan sorumlu kök özelliklerine sahip, aynı zamanda 

tümör başlatan hücreler (TIC) olarak adlandırılan, kendi kendini yenileyen alt 
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popülasyon hücreleri ile karakterize edilen hiyerarşik bir tümöral yapıdır (Adams & 

Strasser, 2008; Aguilar-Gallardo & Simón, 2013; Peiris-Pagès ve ark., 2016). 

 

 

                         

Şekil  1. Stokastik/Klonal Evrim modelinin şematik gösterimi. Stokastik evrim modeli, normal bir 

hücrenin (mavi), klonal olarak genişleyen ve tümörün büyük kısmını oluşturan bir kanser 

hücresi (turuncu) oluşturmak için bir dizi mutasyona uğradığını varsaymaktadır. Bu modele 

göre başarılı bir tedavi için tüm kanser hücreleri ortadan kaldırmalıdır (Bradshaw ve ark., 

2016). (Biorender kullanılarak şematize edilmiştir.) 

 

 

                             

Şekil  2. Hiyerarşik Kanser Kök Hücre modelinin şematik gösterimi. Hiyerarşik KKH modeli, kanserin 

kökeninin pluripotent ve kendi kendini yenileyen KKH’ler (kırmızı) olduğunu ileri 

sürmektedir. Yeni tümörler oluşturmakta yüksek derecede tümörijeniklerdir. KKH’ler, yeni 

KKH ve progenitör (koyu mavi) hücreler oluşturabilmek için asimetrik bir şekilde bölünürler 

ve bu da tümörün büyük bir kısmını oluşturan farklılaşmış kanser hücrelerini (açık mavi) 

oluşturmaktadır (Bradshaw ve ark., 2016). (Biorender kullanılarak şematize edilmiştir.) 
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Osteosarkom Kök Hücreleri (OKH) 

 

Osteosarkom, çocuk ve ergenlerde en sık görülen ve bu yaş grubunda yüksek ölüm 

oranına sebep olan, kemoterapi ve cerrahiye rağmen metastatik olma eğilimini devam 

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

 

Osteosarkom kök hücrelerinin (OKH) varlığı ilk olarak Gibbs ve ark. tarafından insan 

osteosarkom doku ve hücre hatlarını serumsuz koşulda büyütülerek sarkosferler ya da 

osteosferleri oluşturarak bir alt popülasyonu tanımlanmıştır (Gibbs ve ark., 2005; Yan, 

Lv & Guo, 2016). Daha sonra, MNNG/HOS osteosarkom hücrelerinin radyasyon ve 

kemoterapötik ajanlara dirençli kök hücre benzeri popülasyon içerdiği gösterilmiştir 

(Martins-Neves ve ark., 2012). CD133+, STRO1+, CD117+ ve CD271+ OKH’ler için 

yaygın olarak kullanılan yüzey belirteçleridir (Abarrategi ve ark., 2016). Buna ek 

olarak, köklük belirteçleri olan Sox2, Nanog ve Oct4’ü eksprese eden hücreler in vitro 

sferoidler oluşturarak ve preklinik fare modellerinde tümör başlatan hücre özelliklerini 

göstermişlerdir (Jubelin ve ark., 2022).  

 

OKH’ler radyasyon ve kemoterapi gibi geleneksel tedavilerin çoğuna dirençlidir; bu 

nedenle tümör relapslarından ve metastazından sorumludur. Böylece, spesifik 

sinyalleşmeye ve/veya tümör nişlerine yönelik önerilen tedavilere ek olarak, 

Osteosarkom’da KKH alt popülasyonlarını hedefleyebilen tedavilerin geliştirilmesine 

yönelik çalışmalar gerekmektedir (Abarrategi ve ark., 2016). 

 

2.2. Tümör Mikroçevresi (TME)   

 

Tümör mikroçevresi (TME), bir tümörün geliştiği kompleks ve çok hücreli ortam 

olarak tanımlanmaktadır (Bejarano ve ark., 2021). Kanser hücrelerinin hızlı 

proliferasyonu, TME'de kanser hücrelerinin yeniden programlanmasıyla 

birlikte hipoksiyi indüklemektedir. Tümör ve onları çevreleyen TME hücreleri sürekli 

yeni koşullara uyum sağlayarak tümör büyümesini desteklemektedir. TME, kanser 

hücrelerinin kendilerini çevreleyen endotelyal, bağışıklık hücreleri ve fibroblastlar ile 

etkileşim içinde yaşamaları için bir niş oluşturmaktadır (Deepak ve ark., 2020). 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hypoxia
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Tablo 1.  Osteosarkom kök hücrelerinde eksprese edilen ana belirteçler (Schiavone ve ark., 2019). 

Belirteçler Referanslar 

Oct4 (octamer-binding transcription factor 4),  

Nanog (Nanog Homeobox), transkripsiyon faktörleri, köklük 

belirteçleri 

Murase ve ark. (2009) ve Yang ve 

ark (2011) 

Sox2 (SRY-related HMG-box-2) transkripsiyon faktörü, 

köklük belirteci 

Basu-Roy ve ark. (2012, 2015) 

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

(2014) ve Wang ve ark. (2011) 

CD24 (hücre adhezyon molekülü) Guth ve ark. (2014) 

CD44 (hiyalüronik asit reseptörü) He ve ark. (2015) 

CD117 (kök hücre büyüme faktör reseptörü) Adhikari ve ark. (2010) 

Stro-1 (mezenkimal kök hücre belirteci) Adhikari 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 (düşük-afiniteli sinir büyüme faktör reseptörü) Tian ve ark. (2014) ve Zhang ve ark.  

(2016) 

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

ark. (2012) 

ABCA5 (ATP-bağlayıcı kaset, alt aile A, üye 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 (özel AT bakımından zengin sekans bağlayıcı protein 

2) 

Xu ve ark. (2017) 

RAB39A (Rab small GTPase)-RXRB (retinoid X receptor 

Beta) 

Chano ve ark.  (2018) 

TB1XR1 (transducin (beta)-like 1 × −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 hücreler (DC), doğal öldürücü (NK) 

hücreler, nötrofiller ve miyeloid türevli baskılayıcı hücreler (MDSC), kanserle ilişkili 

fibroblastlar (CAF), perisit ve mezenkimal stromal hücreler, hücre dışı matris (ECM) 

ve diğer salgılanan moleküller, büyüme faktörleri, sitokinler, kemokinler, hücre dışı 
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veziküller (EV), birbirleriyle ve heterojen kanser hücrelerinin kendileriyle iletişim 

halinde topluca iç içe geçmiş kan ve lenfatik damar ağları içermektedir (Bejarano ve 

ark., 2021). 

 

2.3. Tümörle İlişkili Makrofajlar (TAM) 

 

TME içinde en sık görülen immün hücrelerden biri olan tümörle ilişkili makrofajlar 

(TAM), tümör stromasının ana enflamatuar bileşenleridir (Mortezaee, ve ark., 2022).  

 

Makrofajlar polarize olmayan M0 makrofaj, klasik olarak aktive edilmiş M1 

makrofajlar ve alternatif olarak aktive edilmiş M2 makrofajlar olarak sınıflandırılarak 

kategorilere ayrılmaktadır. Farklı sitokinler tarafından uyarılarak M2a, M2b, M2c ve 

M2d alt kategorilerine de polarize edilebilmektedirler (Ge ve ark., 2020).  

                       

Makrofajlar, olgunlaşmamış monositler olarak kemik iliğinden salınarak, kan 

dolaşımında dolaştıktan sonra, karaciğerdeki Kupffer hücreleri, akciğerdeki alveoler 

makrofajlar ve kemikteki osteoklastlar dahil olmak üzere daimi makrofajlara 

farklılaşmak için dokulara göç ederler (Bingle ve ark., 2002). 

 

İnsanlarda makrofaj polarizasyonu, M1 makrofajlarından M2 makrofajlarına kadar bir 

süreklilik gösterir (Wu ve ark., 2017). M1 makrofajları, interferon γ (IFN-γ) veya 

lipopolisakarit (LPS) uyaranlarından türetilirler ve enflamatuvar sitokinler IL-6, IL-

12, reaktif oksijen türleri (ROS), reaktif azot türleri (RN) ve TNF-α salgılarlar. İnsan 

M1 makrofajlarının yüzey belirteçleri CD14 ve CD16, CD64, CD86 ve HLA-DRα’dır 

(Sousa ve ark., 2015).  

 

Katı tümörlerde, TAM'ların ana kaynağı, tümörlerin içinde çoğalan yerleşik 

makrofajların yerine dolaşımdaki monositlerdir. Kemik iliğindeki monositler, 

miyeloid progenitörlerden türer, kan dolaşımı yoluyla tümörlere girebilir ve ardından 

makrofajlara farklılaşabilir. M1/M2 paradigması tümörün ilerlemesinde önemli rol 

oynamaktadır (Boutilier ve ark., 2021). 
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Anjiyogenez, matrisin yeniden şekillenmesi ve tümör ilerlemesini destekleyen salgı 

faktörleri üreten makrofajların M2 benzeri polarizasyonu, Th2 sitokinleri; IL-13 ve IL-

4 tarafından indüklenmektedir (Yao ve ark., 2018). 

 

Kanser’de M1 makrofajlar, uzun süreli hasta sağkalımıyla ilişkili tümör baskılayıcılar 

olarak bilinirken, M2 makrofajlar, tümör adacıklarındaki yüksek yoğunluğun kötü bir 

prognozun göstergesi olduğu tümör promotörleri olarak görev almaktadır (Mortezaee, 

ve ark., 2022). 

 

Kanser tedavisi sırasında kemoterapötik ajanlar, TAM'lar tarafından yönetilen yanlış 

yönlendirilmiş bir doku onarım yanıtını ortaya çıkarabilir. Bu da tümör büyümesinin 

desteklenmesine ve anti tümör etkisinin sınırlandırılmasına neden olabilir (Wu ve ark., 

2017; Mantovani ve ark., 2013). In vitro ve in vivo kanıtlar, TAM'ların bazı 

kemoterapötik ajanlara (5-florourasil, doksorubisin, gemsitabin, paklitaksel, platin 

bileşikleri) ve ayrıca anti-VEGF tedavisine karşı dirence aracılık ettiğini gösterilmiştir 

(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 değiştirme" anlamına gelen Yunanca kökenli bir kelimedir. Bu terim, 

birincil tümörden vücudun farklı bölgelerine doğru hücre göçünü ve kanser nedenli 

ölümlerin ana nedeni olarak görülen yeni tümörlerin oluşumunu ifade etmektedir 

(Babaei ve ark., 2021). 

 

Tümörlerin çoğu epitelyaldir, fakat mezenkimal özellikler 

sergileyebilmektedir. Tümör invazyonu sırasında, tümör hücreleri birincil tümör 

bölgesinden hareket eder ve normal embriyonik gelişim sırasında epiteldeki hücrelere 

benzer şekilde epitel özelliklerini ve hücreden hücreye temasları kaybeder ve 

mezenkimal özellik kazanırlar (Thiery, 2002; Kraljevic Pavelic ve ark., 2011). Buna 

epitelyal mezenkimal geçiş (EMT) adı verilir. 
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EMT, kanser hücresi metastazında önemli bir role sahip moleküler mekanizmalardan 

biridir (Montanarive ark., 2017). EMT, polarize epitel hücrelerin hücreden hücreye 

veya hücreden hücre dışı matrise (ECM) tutunmasının bozulmasıyla oluşur. E-

cadherin, epitel tutunma bağlantısının ana bileşenidir ve EMT'nin ana bekçisi olarak 

görev yapmaktadır. EMT'yi başlatmak için anahtar adım olarak kabul edilen e-

cadherin kaybı, hücreler arası mekanik iletişimin bozulmasına yol açmaktadır (Lo ve 

ark., 2017). Buna karşın, n-cadherin ve vimentin gibi mezenkimal belirteçlerin yanı 

sıra, e-cadherin transkripsiyonel baskılayıcılar (Snail/SNAI1 ve Slug/SNAI2, Twist 1 

ve ZEB1 ve ZEB2) EMT sırasında yüksek oranda artar ve bu da gelişmiş hücre 

mobilitesinin mezenkimal fenotip kazanılmasına yol açmaktadır (Grant ve ark., 2013; 

Lo ve ark., 2017). Ayrıca, mezenkimal hücreler uzak organlara ulaştıktan sonra 

(Chaffer ve Weinberg'in evre 2), MET ile epitelyal fenotipe geri dönebilir ve böylece 

metastatik bölgelerde kanser hücresi proliferasyonu ve farklılaşma yeteneğini yeniden 

kazanabilmektedirler (Chaffer CL ve ark., 2007). 

 

Olgun farklı kronik enflamatuar hücre popülasyonları, yerel tümör mikro ortamını 

etkilemektedir. Bu enflamatuar hücreler, tümör hücresi proliferasyonunu, matrisin 

yeniden şekillenmesini, anjiyogenezi, bastırılmış adaptif bağışıklığı ve EMT'yi teşvik 

ederek tümörün ilerlemesinde önemli bir rol oynamaktadır. Bunu interlökinler (IL), 

interferon (IFN) ve diğer tümör destekleyici faktörler gibi çeşitli sitokinler üreterek 

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

 

Kanser hücrelerinin metastazının KKH’lerle başladığını gösteren önemli kanıtlar 

bulunmaktadır (Babaei ve ark., 2021). Birkaç çalışma, KKH'lerin tümör metastazında 

anjiyogenezi ve lenfanjiyogenezi destekleyebileceğini gösterilmiştir. Anjiyojenik ve 

lenfanjiyojenik faktörler, hipoksi koşullarında KKH'ler tarafından yüksek oranda 

eksprese edilir ve bu da KKH'lerin, tümör oluşumu ve ilerlemesi sırasında dolaylı 

olarak anjiyogenezi ve lenfanjiyogenezi destekleyebileceğini düşündürmektedir (Li ve 

ark., 2014; Lizárraga ve ark., 2020) Kendini yenileme yeteneği ve asimetrik bölünme 

gösteren hücreler olarak bilinen ve tümör nüksü ile ilişkilendirilen KKH'leri 

hedeflemenin, kanser tedavisi için etkili bir tedavi stratejisi olabileceği gösterilmiştir 

(Babaei ve ark., 2021). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Tez çalışması Ege Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü, Biyomalzemeler ve 3 

Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvarları’nda, Doç. Dr. Aylin ŞENDEMİR 

danışmanlığında gerçekleştirilmiştir.  

 

Bu tez çalışmasında satın alınmış insan osteosarkom kök hücreleri (OKH) ile THP-1 

monosit hücrelerinden indüklenerek oluşturulan M0 makrofajları ve M0 

makrofajlarından çeşitli sitokinler ile farklılaştırılarak oluşturulan M1 ve M2 

makrofajlarının kokültür gerçekleştirilmiştir. Kokültürün 24. ve 72. saatteki hücre 

canlılık analizleri Alamar Mavisi testi ile, karakteristik belirteçleri ekspresyonları aynı 

pasaj sayısında kokültür tekrarlanarak 3. günlerinde immünofloresan boyama ile ve 

metastatic özellikleri migrasyon testi ile gösterilmiştir. Farklı polarizasyona sahip 

makrofajların, insan osteosarkom kök hücrelerine etkisi incelenmiştir. 
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   Şekil  3. Tez çalışma planının şematik gösterimi (Biorender kullanılarak şematize edilmiştir.) 
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3.1 GEREÇLER 

 

      3.1.1 Kullanılan Cihazlar 

 

1. Biyogüvenlik kabini (Class 2) (MSC II AC 120, Metisafe, Türkiye) 

2. Inverted mikroskop (CK40-F200, Olympus, Japonya) 

3. Floresan mikroskop (DFC 3000G, Leica, Almanya) 

4. CO2’li inkübatör (371, Thermo Scientific, ABD) 

5. CO2’siz inkübatör (Heraeus B12, Thermo Scientific, ABD) 

6. Santrifüj cihazı (5810 R, Eppendorf, ABD) 

7. Su banyosu (Lauda, LCB 0725, Almanya) 

8. Pipet tabancası (YP4A010986, Isolab, Almanya) 

9. Mikropipetler (Eppendorf, ABD) 

10. UV Spektrofotometre (BioTek) 

11. -80 oC (88400V, Thermo Scientific, ABD) 

12. -20 oC (FZ 190, AEG) 

13. +4 oC (KIKDN53AV, Bosch) 

14. Hassas terazi (GD603, Sartorius, Almanya) 

15. Isıtıcılı manyetik karıştırıcı (Big Squid, IKA, Almanya) 

16. Vortex (2x3, Velp, İtalya) 

17. Sıvı azot tankı (Locator Jr Plus, Thermo Scientific, ABD) 

 

 

      3.1.2 Sarf Malzemeleri 

 

1. 6, 12, 24 ve 96 kuyulu kültür plakaları (703001, 712001, 702001, 748001, 

701001, NEST, Çin) 

2. Filtreli kültür kapları (25 cm2,75 cm2, 175cm2) (Greiner, Cellstar, Almanya) 

3. Steril serolojik pipet uçları (2, 5, 10, 25) (210513, 220104, 210305, 210907, 

NEST, Çin) 

4. 15 ve 50 mL santrifüj tüpleri (601051, 602052, NEST, Çin) 

5. 24 kuyulu plakaya uygun 0.4 µM transwell (353095, Falcon, ABD) 
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6. Hemositometre (Neubuer, Almanya)  

7. 2’li insert kültür kalıpları (140113/3, Ibidi, Almanya) 

8. Kriyotüpler (375353, Thermo Scientific, ABD) 

 

 

      3.1.3 Kimyasal Malzemeler 

 

1. McCoy’s 5A Medium (M8403, Sigma, ABD) 

2. Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Merck, ABD) 

3. Lipopolisakkarit (PS) (Sigma, ABD) 

4. İnterferon- gama (IFN-γ) Human (Sigma, ABD)  

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

6. PMA (12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate, 4β,9α,12β,13α,20- 

Pentahydroxytiglia-1,6-dien-3-one 12-tetradecanoate 13-acetate) (Sigma, 

ABD) 

7. Fetal sığır serumu (FBS) (Capricorne, Almanya)  

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

9. Tripan mavisi solüsyonu (Sigma, ABD)  

10. Dimetilsülfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)  

11. L-glutamin (Capricorne, Almanya)  

12. Tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) solüsyonu (2,5 g/L tripsin, 0,5 

mM EDTA) (Capricorne, Almanya) 

13. Triton X-100 (x100, Sigma, ABD) 

14. Alamar Mavisi (2359067, Invitrogen, ABD) 

15. Sığır Serum Albümini (BSA) (Yağ asidi içermeyen) (A-421-25, Gold 

Biotechnology, ABD) 

16. Vimentin Antikoru (SC 8260, Santa Cruz, ABD) 

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

18. Nanog Antikoru (AB 106465, Abcam, İngiltere) 

19. Sox2 Antikoru (AB 79351, Abcam, İngiltere) 

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

21. Keçi Anti-Mouse Sekonder Antikor (Ab 150113, Abcam, İngiltere) 

22. Eşek Anti-Rabbit Sekonder Antikor (Ab 150075, Abcam, İngiltere) 
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3.2 YÖNTEM 

 

3.2.1. OKH Hücre Hattının Kültürü 

 

İnsan osteosarkom kök hücre hattı (OKH) (Celprogen, CA, ABD), Ege Üniversitesi 

Biyomühendislik Bölümü, Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvarı 

stoğundan kullanılmıştır. OKH’ler, % 2,5 FBS, % 0,1 L-glutamin ve % 0,01 

gentamisin içeren McCoy’s 5A besi ortamı ile 37°C’de % 5 CO2, % 95 nemli ortamda 

kültüre edilmiştir ve hücrelerin iki günde bir besi ortamı değiştirilmiştir. Bu çalışmada 

OKH hücre hattı P2-P6 pasaj aralığında kullanılmıştır. 

              

3.2.1.1. OKH Hücre Hattının Pasajlanması 

 

Hücrelerin bulunduğu flasktaki  oran % 80’e ulaştığında pasaj yapılmıştır. Eski besi 

ortamı çekilip atılmıştır ve hücrelerin yüzeyi Ca+2, Mg+2 içermeyen PBS ile 

yıkanmıştır. % 0,25 tripsin/EDTA solüsyonu eklenerek, 2-3 dakika inkübatörde 

bekletilmiştir. Hücrelerin flask yüzeyinden ayrıldığından emin olmak için mikroskopta 

inceleme yapılmıştır. Tripsinin 3 katı kadar besi ortamı eklenerek ve 4°C, 1000 rpm’de 

5 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılarak, besi ortamı eklenmiştir ve hücreler 

süspanse edilerek yeni bir flaska koyulmuştur.  

 

3.2.1.2. OKH Hücre Hattının Dondurulması  

 

Çalışmanın devamında hücrelerin aynı pasaj aralığında kullanılabilmesi için 

dondurularak stok hazırlanmıştır. Hücreler 4°C, 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilmiştir. Süpernatant atılarak, %90 FBS ve %10 DMSO ile süspanse edilerek 

kriyotüplere koyulmuştur. 24 saat boyunca -86°C’de bekletildikten sonra uzun süreli 

saklanılabilmesi için sıvı azota (-196°C) aktarılmıştır.  
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3.2.2. THP-1 Hücre Hattının Kültürü 

 

THP-1 hücre hattı (ATCC, ABD), Ege Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü 

Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvarı stoğundan kullanılmıştır.  

Hücreler % 10 FBS, % 1 L- glutamin ve % 0,1 penisilin-streptomisin içeren RPMI 

besi ortamında  37°C'de % 5 CO2, % 95 nemli ortamda kültüre edilmiştir. Besi ortamı 

iki günde bir değiştirilerek hücre konsantrasyonu istenilene ulaştığında pasaj yapılarak 

kültürün devamı sağlanmıştır. Hücreler çalışmanın devamlılığı için %90 FBS ve %10 

DMSO ile dondurulmuştur. İlk 24 saat -86°C’de bekletildikten sonra uzun süreli 

saklanılabilmesi için sıvı azota (-196°C) aktarılmıştır. 

 

 

3.2.2.1. Monositlerin Makrofajlara İndüklenmesi 

 

Monositlerin indüklenmesi, farklılaştırılması ve kokültürü için 0.4 µm gözenek 

çapında, 24 kuyulu hücre kültürü plakalarına uygun transwell (Falcon, ABD) 

kullanılmıştır. 

THP-1 hücreleri santrifüj tüpüne koyularak 4°C , 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilmiştir. 24 kuyulu plakalara transweller yerleştirilmiştir. Hücreler hemositometre 

ile sayılarak her transwellde 500 µL’de 2x105 hücre/ mL olacak şekilde ekim 

yapılmıştır. 1 mL ortam için 2 µL PMA stok solüsyonu (100 µg/mL) eklenmiştir ve 

16 saat boyunca % 5 CO2, 37°C'de inkübe edilmiştir. 16. saat sonunda PMA’lı ortam 

çekilmiştir ve yeni besi ortamı eklenerek 24 saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. 

Bu şekilde THP-1 monosit hücreleri makrofajlara (M0) indüklenmiştir. 
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3.2.2.2. Makrofajların Farklılaştırılması 

 

İnkübasyon sonrası elde edilen makrofajlar (M0), uygun sitokinler kullanılarak 3 

günlük inkübasyon sonrasında M1 ve M2 makrofajlarına farklılaştırılmıştır. 

 

 

Tablo 2. THP-1 monositlerinin makrofajlara farklılaşmasında kullanılan sitokinler. 

M0 

Makrofaj 

RPMI besi ortamı 

M1 

Makrofaj 

100 ng/mL IFN-γ ve 100 ng/mL LPS (Graney ve ark., 2020) 

M2 

Makrofaj 

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

 

 

 

 

3.2.3. OKH ve Makrofajların Kokültürü 

 

OKH’ler 24 kuyulu plakalarda her kuyuda 500 µL’de 105 hücre/mL olacak şekilde 

ekilerek 24 saat inkübe edilmiştir. Transwell’de bulunan makrofajların eski ortamı 

çekilmiştir ve OKH’lerin bulunduğu 24 kuyulu plakaya aktarılmıştır. 500 µL % 2,5 

FBS içeren McCoy’s 5A besi ortamı eklenerek kokültür başlatılmıştır. 
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                                  Şekil  4. OKH’lerin kokültür için 24 kuyulu plakalara ekilmesi. 

 

 

3.2.4. OKH’lerde Hücre Canlılık Analizleri 

 

Alamar Mavisi testi kokültürün 1. ve 3. günlerinde uygulanmıştır. 

İlk olarak transwellerin içindeki eski ortamı çekilmiştir ve başka bir plakaya 

aktarılmıştır. 24 kuyulu plakadaki OKH’lerin eski besi ortamı çekilmiştir. %10 Alamar 

mavisi ve % 90 McCoy’s 5A besi ortamı olacak şekilde her kuyuya 300 µL 

koyulmuştur. Plakalar aliminyüm folyo ile kapatılmıştır ve 4 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. 4 saat sonra, 96 kuyucuklu plakada her kuyuya 100 µL eklenmiştir. 570-

600 nm’de ölçüm yapılmıştır. Transweller tekrar 24 kuyucuklu plakalara koyulmuştur, 

yeni besi ortamı eklenerek 3. gün ölçümü için kokültüre devam edilmiştir. 
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3.2.5. İmmünofloresan Boyama 

 

OKH’ler için  köklük belirteçleri olan CD133, Sox2, Nanog antikorları kullanılarak 

ekspresyon seviyeleri İmmünofloresan Boyama yapılarak görüntülenmiştir. 

Tüm kokültür gruplarının 3. gününde metastatik gözlem için Sox2, Nanog ve Vimentin 

antikorları kullanılarak ekspresyon seviyeleri İmmünofloresan Boyama yapılarak 

görüntülenmiştir. 

1. Plakada bulunan eski ortam çekilmiştir. 

2.  %100 Metanol ile 30 dakika -20°C’de hücreler fikse edilmiştir. 

3. % 0.2 Triton X-100’lü  Ca+2, Mg+2 içermeyen PBS ile 5 dakika bekletilmiştir. 

4. Ca+2, Mg+2 içermeyen PBS ile 1 kez yıkama yapılmıştır. 

5. % 1 BSA’lı Ca+2, Mg+2 içermeyen PBS ile 5 dakika bekletilmiştir. 

6. Primer antikorlar %1 BSA’lı Ca+2, Mg+2 içermeyen PBS içerisinde 

hazırlanmıştır (1:100, 1:200). 

7. Nemli bir ortam yaratılarak 4°C’de gece boyu bekletilmiştir. 

8. Ca+2, Mg+2 içermeyen PBS ile 3 kez yıkama yapılmıştır. 

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

kapatılarak bekletilmiştir. 

10. Ca+2, Mg+2 içermeyen PBS ile 3 kez yıkama yapılmıştır. 

11. 1mg/ mL olan DAPI’den % 0,1 olacak şekilde her kuyuya 100 µL eklenilerek 

10 dakika bekletilmiştir. 

12. 1 mL %70 EtOH eklenerek oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

13. 1 mL %100 EtOH eklenerek oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

14.  Floresan mikroskopta inceleme yapılmıştır. 
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3.2.6. Migrasyon Testi 

 

Migrasyon testi için kokültürün 3. gününde hücrelere pasaj yapılarak uygun sayıda 

ekim yapılmıştır. Bu test için 2’li insert kültür kalıpları kullanılmıştır (Ibidi,  

Almanya). 

 

1. İlk olarak kalıplar 12’li plakaların tam ortasına yerleştirilmiştir. 

2. Her kalıbın birinde 70 µL, toplamda 140 µL’de 3x 104 hücre/ mL olacak 

şekilde her iki bölüme hücre ekimi yapılmıştır. 

3. Hücreler konflüent olduğunda kalıplar çıkarılmıştır ve PBS ile yıkama 

yapılmıştır. 

4. Besi ortamı eklenmiştir ve ters faz ışık mikroskobunda belirli saat aralıklarında 

hücreler arası boşluğun dolması gözlemlenerek fotoğraf çekimi yapılmıştır.  

5. 0, 3, 12 ve 24. saatlerde çekilmiş fotoğraflar ImageJ programı kullanılarak 

hücreler arasındaki boşluğun genişliği ölçülmüş ve t=0 anındaki boşluğun 

genişliğine oranlanarak migrasyon oranı hesaplanmıştır. Elde edilen ortalama 

değer ve standart sapmalar ile GraphPad programı kullanılarak istatiksel 

analizler elde edilmiştir. 
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   Şekil  5. Migrasyon testi için yapılan hazırlık aşaması.  2’li insert kalıplar plakaya koyulur ve 

hücrelerin ekimi yapılır. 
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3.2.7 İstatiksel Analiz  

 

Gerçekleştirilmiş olan tüm deneyler en az üç tekrarlı olacak şekilde (n=3) 

yapılmıştır. Sonuçların değerlendirilmesi için yapılan sayısal değerlendirmelerde 

ortalama değer ve standart sapmalar belirlenmiştir. Deney gruplarından elde edilen 

sonuçların normal dağılıma uyup uymadığı incelenerek bu analizin sonuçlarına 

göre parametrik veya parametrik olmayan istatistiksel analiz yöntemleri seçilerek 

%95 güven aralığında uygulanmıştır. Sonuçlar, Dunnett çoklu karşılaştırma testi 

ile her grupta tek yönlü ANOVA kullanılarak analiz edilmiştir. 
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                                                   4. BULGULAR    

 

4.1 OKH ve THP-1 Hücre Hatlarının Morfolojileri  

 

           

                  Şekil  6. OKH hücre morfolojilerinin ışık mikroskobunda görüntülenmesi. (ölçek çizgisi: 

20µm) 

 

 

Şekil 6’da 2-6 pasaj aralığında çalışılan OKH hücrelerinin iğsi morfolojide, 

osteoblastik hücre yapısında olduğu gözlemlenmiştir (Abarrategi ve ark., 2016). 
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                   Şekil  7. THP-1 monosit hücre morfolojilerinin ışık mikroskobunda görüntülenmesi. (ölçek 

çizgisi: 200µm)  

 

 

Şekil 7’de THP-1 monosit hücrelerinin süspanse monositik hücre yapısında olduğu 

gözlenlenmiştir (Chanput ve ark., 2014). 
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4.2 THP-1 Monositlerin Makrofajlara İndüklenmesi 

           

 

Şekil  8. THP-1 monosit hücrelerinin M0 makrofajlarına indüklenmesi. A) THP-1 monositlerinin ışık 

mikroskobunda görüntülenmesi (ölçek çizgisi:10 µm) B) THP-1 hücrelerinin 16 saat PMA 

inkübasyonu sonrası M0 makrofajlara indüklenmesinin ışık mikroskobunda görüntülenmesi 

(ölçek çizgisi: 20 µm) 

    

 

THP-1 monosit hücrelerinin morfolojisi süspanse halde gözlemlenirken (Şekil 8a),  16 

saat PMA ile inkübasyonundan sonra M0 makrofajlara indüklendiğinde monolayer 

faza geçerek kültür yüzeyine tutundukları gözlemlenmiştir (Şekil 8b). 
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4.3 OKH’lerde Hücre Canlılık Analizleri 

 

 

                 

Şekil  9. OKH ve makrofaj kokültürünün 24. saatteki Alamar Mavisi testi analiz sonuçlarının grafikleri. 

(**** p <0.0001, ** p <0.01, * p <0.05) 

 

 

OKH’ler ile kokültür grupları (OKH+M0, OKH+M1 ve OKH+M2) ve kokültür 

gruplarına kendi aralarında karşılaştırıldığında OKH+M2 grubundaki OKH’lerin 

OKH grubuna göre daha yüksek canlılık gösterdikleri; OKH+M0 grubu ile OKH 

grubu arasında anlamlı fark olmadığı; OKH+M1 grubunun ise OKH grubuna göre 

hücre canlılığında düşüş gösterdiği görülmektedir (Şekil 9). 
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Şekil  10. OKH ve makrofaj kokültürünün 72. saatteki Alamar Mavisi testi analiz sonuçlarının 

grafikleri. (*** p <0.001, ** p <0.01) 

 

 

               

72. saat hücre canlılık oranlarına bakıldığında OKH+M1 kokültür grubunun OKH 

grubuna göre istatiksel olarak anlamlı artış gösterdiği gözlemlenmiştir (Şekil 10). 
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4.4 Immünofloresan Boyama Analizleri 

4.4.1 OKH Hücrelerinin İmmünofloresan Boyama Analizleri  

 

OKH hücrelerinde CD133+, Nanog ve Sox2 ekspresyon düzeyleri immünofloresan 

boyama yöntemi ile floresan mikroskopta (DFC 3000G, Leica, Almanya) 

görüntülenmiştir.  

 

 

Şekil  11. OKH hücrelerinin CD133+, Nanog ve Sox2 ifadelerinin immünofloresan boyama görüntüleri 

(ölçek çizgisi: 100 µm).  
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OKH’lerin kanser kök hücre özelliğini kanıtlayan CD133+, Nanog ve Sox2 antikorları 

kullanılarak elde edilen immünofloresan boyama görüntüleri Şekil 11’de 

gösterilmiştir.  

 

Kanser kök hücrelerinin belirlenmesinde en yaygın olarak kullanılan CD133+ belirteci 

osteosarkom hücre hattında kullanılarak kanser kök hücrelerinin varlığı ispatlanmıştır 

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

 

Nanog, kanser kök hücre benzeri hücrelerde malignitenin indüklenmesinde yer alan 

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

 

Sox2’nin kök hücre özelliklerine sahip olan tümör başlatan osteosarkom hücre 

popülasyonunu işaretlediği yapılan bir çalışmada kanıtlanmıştır (Basu-Roy ve ark., 

2012).  
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4.4.2 Kokültür İmmünofloresan Boyama Analizleri 

 

Kokültür sonrasında her OKH grubunda Nanog, Sox2 ve Vimentin ekspresyon 

düzeyleri immünofloresan boyama yöntemi ile floresan mikroskopta (DFC 3000G, 

Leica, Almanya) görüntülenmiştir.  

 

 

Şekil  12. OKH+M0, OKH+M1 ve OKH+M2 kokültür gruplarında OKH’lerin Nanog ifadesinin 

immünofloresan boyama görüntüleri (ölçek çizgisi 100 µm). 
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Şekil  13. OKH+M0, OKH+M1 ve OKH+M2 kokültür gruplarında OKH’lerin Sox2 ifadesinin 

immünofloresan boyama görüntüleri. (ölçek çizgisi: 100 µm) 
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Şekil  14. OKH+M0, OKH+M1 ve OKH+M2 kokültür gruplarında OKH’lerin vimentin ifadesinin 

immünofloresan boyama görüntüleri (ölçek çizgisi: 100 µm) 
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Kokültür gruplarının Şekil 12’de Nanog, Şekil 13’te Sox2 ve Şekil 14’te vimentin 

ekspresyon düzeyleri floresan mikroskopta görüntülenmiştir.  

 

Nanog’ta en fazla ekspresyon görülen grup OKH+M2 iken, Sox2’de OKH+M0 ve 

OKH+M2 ve Vimentin ekspresyonunun en fazla olduğu grup ise OKH+M0 ve 

OKH+M2 olarak görüntülenmiştir. 

 

Vimentin, mezenkimal hücrelerde eksprese edilen bir ara filament proteinidir (Zhang 

ve ark., 2022). Vimentin malign tümörlerin migrasyonunda önemli rol oynamaktadır 

(Chernoivanenko ve ark., 2013). Şekil 14’te mezenkimal hücre belirteci olan 

vimentinin ekspresyonuna bakıldığında, mezenkimal hücre görüntüsü en fazla 

OKH+M0 ve OKH+M2 grubunda izlenmiştir. 
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4.5 Migrasyon Testi Analizleri 

Her kokültür grubunda 0, 3, 12, ve 24. saatlerde hücreler arasındaki boşluğun 

fotoğrafları ters faz ışık mikroskobuyla (CK40-F200, Olympus, Japonya) çekilerek 

hücrelerin migrasyon görüntüleri Şekil 15’te gösterilmiştir.  

 

 

 

Şekil  15. Kokültürün 3. günü sonrasında yapılan migrasyon testi görüntüleri. OKH+M0, OKH+M1 ve 

OKH+M2 kokültür gruplarında OKH’lerin 0, 3, 12 ve 24. saatteki migrasyon görüntüleri. 

(ölçek çizgisi: 200 µm) 
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Şekil  16. Kokültürün 3. günü sonrasında yapılan migrasyon testinde OKH+M0, OKH+M1 ve 

OKH+M2 gruplarında OKH’lerin 0, 3, 12 ve 24. saatteki migrasyon oran grafiği (**** p 

<0.0001, ** p <0.01, * p <0.05) 

 

 

Şekil 16’da kokültür gruplarının 0, 3, 12 ve 24. saatteki migrasyon oran grafiği 

gösterilmektedir. Gruplar arasında istatiksel olarak anlamlı farklılıklar bulunmaktadır. 

24. saatteki migrasyon oranları OKH+M0’da %78, OKH+M1’de %59 ve OKH+M2 

grubunda % 93’tür. OKH+M2 grubunun migrasyon oranına bakıldığında en hızlı göç 

eden kokültür grubu olarak analiz edilmiştir. 
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                                                         5. TARTIŞMA   

 

KKH’ler, kendi kendini yenileyen, tümörün başlaması, nüksü ve metastazında kritik 

role sahip kanser nişleri içerisinde lokalize olan popülasyondur. Genel olarak, çok 

sayıda KKH, artan tümör proliferasyonu ve olumsuz klinik sonuçlarla ilişkilidir 

(Najafi ve ark., 2019). Günümüzdeki kapsamlı araştırmalara rağmen, KKH’lerin 

kimliği ve kanser tedavisindeki mücadele konusundaki zorluklar hala sabittir (Lim ve 

ark., 2021).  

 

        

 

  

 

Şekil  17. Kök hücrelerin migrasyon yeteneği, bilinmeyen birincil bölge kenserinin varlığını 

açıklayabilir. Birincil yeri bilinmeyen bir kanser, premalign kök hücreler veya kanser kök 

hücreleri doğal dokularından (birincil bölge) göç ettiğinde ve birincil bölgelerinde bir tümör 

oluşturmadan önce veya oluşturmadan başka bir dokuda (ikincil bölge) bir tümör 

oluşturduğunda oluşur (López-Lázaro ve ark., 2015). (López-Lázaro ve ark.’dan 

esinlenilerek Biorender kullanılarak şematize edilmiştir.) 
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Kanserin ilerlemesinde KKH'lerin temel mekanizması belirsizdir. Böylece somatik 

hücrelerden türetilen KKH'lerin kanser hücresindeki değişiklikleri ve edinilmiş 

genetik/epigenetik mutasyonlar nedeniyle köklüğünü geri kazanması gibi bir takım 

önerilerde bulunulmuştur. Bunun için hiyerarşik ve stokastik modeller olmak üzere iki 

model önerilmiştir. 

  

Şekil 2’de gösterilen hiyerarşik modele göre, tümör başlangıcı, normal büyüme 

kontrolünden ve düzenlemesinden kaçan kök hücrelerle başlar. Bu nedenle, tümörlerin 

biyolojik temelini oluşturan farklı bir hücre popülasyonuna yol açan KKH'lere 

dönüşebilirler. Hiyerarşik model klinik olarak doğrulanmıştır ve neden yalnızca 

KKH'lerin tamamen ortadan kaldırılmasının kanserlerin nüksetmesini 

önleyebileceğini açıklamaktadır. Bununla birlikte, bu model KKH'ler ve diğer 

farklılaşmış kanser hücreleri arasındaki etkileşimi açıklayamamaktadır.  

 

Şekil 1’de gösterilen stokastik model ise uygun koşullar altında tüm tümör hücrelerinin 

(farklılaşmış veya farklılaşmamış) başka lezyonlar başlatabileceğini önermektedir. Bu 

model, tümör heterojenliği ile tümörleri başlatma kapasitesi arasındaki ilişkiyi 

açıklamada sınırlamalara sahiptir. Bu bulgular, her iki modelin de birleştirildiği 

hücresel plastisite kavramına yol açmıştır (Bradshaw ve ark., 2016; Ju ve ark., 2022). 

 

Hücresel plastisite, TME’nin önemli bir özelliğidir ve tümörün agresif davranışını 

büyük ölçüde etkilemektedir. Plastisite ve KKH, tümörü teşvik etme kapasitelerine 

sahip çok sayıda hücreyi besleyerek bir kanseri şekillendirmek için gerekli olan 

birbirine bağlı süreçlerdir. TME’nin hücresel plastisite doğası, özellikle yüksek 

dereceli kanserler için terapi açısından sadece KKH'leri yok etmenin yeterli olmadığı 

anlamına gelmektedir (Najafi ve ark., 2019). 
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Şekil  18. Tümör mikroçevresinin şematik olarak gösterimi. (KKH: kanser kök hücre, NK: doğal 

öldürücü, MDSC: miyeloid türevli baskılayıcı hücreler, CAF: kanserle ilişkili fibroblastlar, 

ECM: hücre dışı matris) (Ju ve ark., 2022) (Ju ve ark.’dan esinlenilerek Biorender kulanılarak 

şematize edilmiştir.) 

 

 

 

TAM’lar, TME’de çeşitli faktörleri yöneterek öne çıkan bağışıklık hücreleridir. 

TAM'lar, kanserin başlatılması ve ilerlemesi, immün baskılama, metastaz, premalign 

bir niş oluşturma ve anjiyogenez dahil olmak üzere tümörün ilerlemesinde önemli rol 

oynamaktadır (Yang ver ark., 2017). 

 

TME'nin tümör gelişimi ve terapötik dirençteki  kritik rollerinin artan anlayışı göz 

önüne alındığında, kanser hastalarında terapötik faydalar elde edilmesinde TME'nin 

bileşenlerini hedeflemeye yönelik birçok çalışmalar yapılmıştır.  
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Doğrudan kanser hücrelerini hedeflemeye kıyasla TME'yi hedeflemede önemli bir 

terapötik avantaj sağlar, çünkü kanser hücreleri, genomik kararsızlıklarından dolayı 

ilaç direncine yatkınken, TME'deki tümör olmayan hücreler genetik olarak daha 

kararlı bir yapıya sahiptir ve daha savunmasızdır (Xiao & Yu, 2021). 

 

Literatürdeki bilgilere dayanarak yapılan bu tez çalışmasında, insan osteosarkom kök 

hücreleri ve tümör mikroçevresinde bulunan makrofajların etkileşimine bakılarak üç 

farklı makrofaj fenotipinin (M0, M1 ve M2) tümör metastazındaki rolleri 

incelenmiştir. 

                   

 

Şekil  19. Makrofaj farklılaşması ve polarizasyonu şematik gösterimi. (Biorender kullanılarak şematize 

edilmiştir.)  

 

OKH hücreleri Mc Coy’s 5A besi ortamı ile, THP-1 monosit hücreleri RPMI besi 

ortamı kullanılarak kültüre edilmiştir. Monosit hücrelerinin 16 saat PMA ile 

inkübasyonu ile M0 makrofajları elde edilmiştir. Daha sonra, literatüre dayanılarak 

Şekil 22’de gösterildiği gibi  M0 makrofajları ile  çeşitli sitokinler M1 makrofajlar için 

100 ng/mL IFN-γ ve 100 ng/mL LPS ve M2 makrofajlar için 40 ng/mL IL-4 
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kullanılarak 3 gün inkübe edilerek istenilen makrofaj fenotiplerine indüklenmiştir 

(Graney ve ark., 2020).  

 

Elde edilen M0, M1 ve M2 makrofajların OKH’ler ile kokültürü başlatılarak Şekil 9’da 

gösterilen 24. saat sonunda hücre canlılık analizleri Alamar mavisi testi ile 

ölçülmüştür.  

 

OKH’ye göre  OKH+M2 kokültür grubunun canlılık oranının en yüksek olduğu 

gösterilmiştir. TAM'lar, tümör mikroçevresindeki önemli bir rol oynayan ve en çok 

bulunan bağışıklık popülasyonunu temsil eder. TAM’lar, tümör hücrelerinin varlığıyla 

derinden ilişkilendirilmiştir ve en yaygın olarak M2 benzeri bir fenotip kazanmışlardır. 

TAM'ların, aktif olarak kanser hücresi proliferasyonunu artırdığı ve anti tümör 

bağışıklık yanıtlarını güçlü bir şekilde baskıladıkları için tümörün ilerlemesini 

desteklediği kabul edilmektedir (Sainz ve ark, 2016; Mantovani ve ark. 2017; 

Allavena ve ark., 2021).  

 

Şekil 10’da gösterilen 72. saatteki hücre canlılık analizleri Alamar Mavisi testi ile 

ölçülmüştür. OKH’lere göre OKH+M1 grubunda anlamlı bir artış gözlemlenmiştir. 

Literatüre bakıldığında bir çalışmada, osteosarkomda tanımlanan TAM'lar hem M1 

hem de M2 özelliklerine sahip olduğu gösterilmiştir (Buddingh EP ve ark., 2011).  

 

Glioblastom kök hücreleri ile M2 makrofajların kokültürü yapılan bir çalışmada, M2 

makrofaja özgü salgılanan bir sitokin olan TGF-21 seviyelerinin, KKH'lerin varlığında 

yükseldiğini bildirilerek ve kokültürün daha önce M1 fenotipine polarize olan 

makrofajlarda M2 belirteçlerinin ekspresyonunun artmasıyla sonuçlandığı 

bulunmuştur. siRNA aracılı STAT3 susturulmasının, KKH'lerin kemo-yanıtı ve göç 

etme yeteneklerini azalttığı bildirmiştir. STAT3 siRNA ve DNA alkilleyici ajanların 

kombinasyon tedavisinin, KKH fonksiyonlarını ortadan kaldırdığını bildirilmiştir 

(Nusblat LM ve ark., 2017). Böylece OKH+M1 grubununun M2’ye polarize 

olabileceği düşünülebilir. 

 

https://link.springer.com/article/10.1186/s10020-021-00383-3#ref-CR81
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Bu tez çalışmasında, daha önceden satın alınmış Ege Üniversitesi Biyomühendislik 

Bölümü, Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvarı stoğunda bulunan 

insan osteosarkom kök hücreleri (OKH), Tablo 1’de (Schiavone ve ark., 2019) 

gösterildiği gibi kanser kök hücre belirteçleri olarak kullanılan CD133+, Sox2 ve 

Nanog’un ekspresyon düzeylerinin immünofloresan boyama yapılarak floresan 

mikroskopta çekilen fotoğrafları Şekil 14’te gösterilerek OKH’lerin köklük özellikleri 

ispatlanmıştır. 

 

Kokültür gruplarında  Nanog (Şekil 12), Sox2 (Şekil 13) ve vimentin (Şekil 14) 

ekspresyon seviyeleri görüntülenmiştir.  

 

Şekil 12’e bakıldığında Nanog ekspresyonunun OKH+M2 kokültür grubunda en fazla 

floresan yoğunlukta olduğu görülmektedir. Son çalışmalar, Nanog upregülasyonunun 

malignitelerin ileri evreleri ve kötü prognozu ile önemli bir ilişkisi olduğunu ve lösemi, 

karaciğer, kolorektal, prostat, yumurtalık, akciğer, baş ve boyun, beyin, pankreas, 

mide ve meme kanserlerinin tümör oluşumunda çok önemli bir rol oynadığını ortaya 

koymuştur (Vasefifar ve ark., 2022).  

 

Nanog'un aşırı ekspresyonu, çeşitli kanser türlerinde tümör metastazı ile 

ilişkilendirilmiştir (Lin T ve ark., 2021). Ayrıca Nanog, kanser hücresi motilitesini de 

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

 

Siu ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada Nanog’un yumurtalık kanseri hücrelerinde 

yüksek oranda eksprese edildiği görülmüştür ve Nanog'un susturulması, hücre 

çoğalmasını, göçünü ve metastazını engellemiştir (Siu ve ark., 2013).  

 

Park ve ark. tarafından yapılan başka bir çalışmada, Nanog'un ekspresyonunun, 

lenfatik invazyon, akciğer adenokarsinomunda EMT ile ilişkili olduğu ve akciğer 



 

41 

 

adenokarsinomunda kötü prognoz için bağımsız bir risk faktörü olduğu bildirilmiştir 

(Park ve ark., 2016).  

 

Böylece Nanog’un da OKH+M2 grubunda aşırı ekspresyonu göz önünde 

bulundurulduğunda bu grubun metastatik özelliğinin yüksek olduğu sonucuna 

varılabilir. 

 

Şekil 13’e bakıldığında Sox2’nin OKH+M0 ve OKH+M2 grubunda en fazla eksprese 

edildiği gözükmektedir. Zhang ve ark. tarafından yapılan araştırmada, hepataselüler 

karsinomda (HCC) M0 makrofajlarla ilgili genlerinden biyoinformatik yöntemler 

kullanılarak bir risk modeli oluşturulmuştur. Yapılan bu çalışmaya göre, M0 

makrofajların da tümöre katkısından bahsedilebilir (Zhang ve ark., 2022). 

 

Mou ver ark. meme kanserinde yapmış oldukları  çalışmada Sox2’nin tümör 

metastazında rol oynayabileceğini göstermişlerdir. Böylece OKH+M2 kokültür 

grubunun Sox2 ekspresyonunda metastatik özelliği gösterebilirken, hem de bir kanser 

kök hücre belirteci olan Sox2’nin artması OKH+M2 kokültür grubundaki kanser kök 

hücrelerin varlığının da arttığını göstermektedir. (Mou ver ark., 2015; Basu-Roy ve 

ark., 2012).  

 

Şekil 14’te vimentin ekspresyonlarının OKH+M0 ve OKH+M2 gruplarındaki 

ekspresyon oranlarının daha fazla olduğu gösterilmiştir. Mezenkimal hücre belirteci 

olan  vimentinin hücre göçünü ve adezyonu düzenlediği ve kanserin ilerlemesinde bir 

faktör olduğu bilinmektedir (Wu ve ark., 2018).  

 

Şekil 14’e bakıldığında, OKH+M0 ve OKH+M2 grubundaki epitel hücre 

yoksunluğundan mezenkimal hücre tipine geçişi dikkat çekmektedir. Literatüre 

bakıldığında, pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) ve THP-1 hücreleriden 

indüklenmiş CD68 ve CD163'ü ifade eden ancak CD206'yı ifade etmeyen M0 

makrofajlar ile yapılan çalışmada PAR1 ekspresyonunun, birincil PDAC'lerde 
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makrofaj infiltrasyonuyla ilişkili olduğu ve makrofajların, mezenkimal geçişi 

indüklemek için PDAC hücresi PAR1 üzerinde hareket eden MMP9'u salgılar. Bu 

makrofaj kaynaklı mezenkimal geçiş, makrofaj akışının tümör destekleyici rolünü 

desteklemiştir ve makrofajların tümör büyümesindeki katkısını açıklamıştır (Tekin ve 

ark., 2020). 

 

Aşırı vimentin ekspresyonu prostat, gastrointestinal sistem, meme gibi birçok kanserde 

bildirilmiştir (Kidd ME ve ark., 2014; Satelli A ve ark., 2011; Sun BO ve ark., 2015). 

Vimentinin katı tümörlerde EMT sırasında meydana gelen hücre iskeletinin yeniden 

düzenlenmesine katılarak, EMT sinyal yolaklarını düzenleyerek metastatik ilerlemeyi 

desteklediği de gösterilmiştir (Wu ve ark., 2018). 

 

Şekil 15’e bakıldığında kokültür gruplarında yapılan migrasyon testinin 0, 3,12 ve 24. 

saatteki hücre göçleri görülmektedir. Şekil 16’daki grafikte 24. saatte OKH+M0 

grubunda %78, OKH+M1 grubunda %59 iken OKH+M2 grubunda %93 oranında 

hücre göçünün tamamlandığı görülmektedir. Bu sonuçlara bakılarak OKH+M2 

kokültür grubunun hücre migrasyonunda en hızlı grup olduğu görülmektedir. 

Literatürle karşılaştırıldığında, M2 makrofajlarının mide kanseri hücrelerinin ve meme 

kanseri hücrelerinin göçünü desteklediği gösterilmiştir (Chen ve ark., 2017).   

 

Diğer bir çalışmada, osteosarkom dokularında M2 makrofajları tarafından salgılanan 

yaygın bir kemokin olan CCL18'in aşırı ekspresyonu bildirilerek osteosarkom 

hücrelerinin proliferasyonu ve hücre invazyonu ile ilişkilendirilmiştir. Buna ek olarak, 

tanımlanmış CCL18 TAM sayısının, birincil osteosarkom ile karşılaştırıldığında 

metastatik osteosarkom dokularında daha yüksek olduğu görülmüştür (Su Y ve ark., 

2019). 

 

Başka bir çalışmada, THP-1 monosit hücrelerinden türetilmiş M2 makrofajlar ile 

kokültür yapılan A549 akciğer kanser kök hücrelerinde kök hücre özelliğinin arttığı 

bildirilmiştir (Zhang ve ark., 2021).  
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THP-1 monositlerinden indüklenmiş M2 makrofajlar ve glioma hücreleriyle kokültür 

yapılan başka bir çalışmada ise, M2 makrofajların JAK2/STAT3 sinyal yolağı 

üzerinden IL-10'un JAK2 ile etkileşimi ile gliomayı arttırdığı bildirilmiştir (Qi L ve 

ark., 2016).   

 

Li ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada,  pro-tümör M2 benzeri makrofajların 

polarizasyonunun ve oluşumunun, yüksek IL-6/IL-8 salgılanmasıyla JAK2/STAT3 

sinyal yolağının  aktivasyonu ile mide kanserinde, mide kanseri kaynaklı mezenkimal 

kök hücreler (GC-MSC) tarafından çarpıcı bir şekilde tetiklendiği 

bildirilmiştir. Ayrıca, GC-MSC ile prime edilmiş makrofajlar, mide kanseri 

hücrelerinde EMT sürecini artırarak mide kanseri metastazını önemli ölçüde 

desteklediği bildirilmiştir (Li ve ark., 2019).  

 

Wei ve ark. tarafından yapılan başka bir çalışmada, TAM'lar ve kanser hücreleri 

arasında pozitif bir geri beslenme döngüsü içeren önemli bir mekanizmayı ortaya 

koymuştur. Bu mekanizma kolerektal kanserin (CRC) başlatılması, ilerlemesi ve 

metastazı için önemlidir. IL6/STAT3/miR-506-3p/FoxQ1 sinyal kaskadının CRC ile 

mücadele için potansiyel bir terapötik hedef olabileceği vurgulamaktadır (Wei ve ark., 

2019). 

 

THP-1 monositlerinden türetilen M2 makrofajlar ile anoplastik tiroid karsinomundaki 

(ATC) kokültür çalışmasında, M2 benzeri TAM salgılayan IGF-1 ve IGF-2'nin, IR-

A/IGF-1R aracılığıyla PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağıyla ATC'nin kanser 

invazyonunu, Oct4, Sox2 ve CD133 ekspresyon seviyelerinde köklüğün arttığı ve e-

caderinin azalması, n-kaderin ve vimentin ekspresyon seviyelerinin artmasıyla  

EMT'yi desteklediği ortaya koyulmuştur (Lv ve ark., 2021). 

 

Üçlü negatif meme kanseri (TNBC) ile kokültürü yapılan M2 makrofajların TAM'ların 

TNBC’de KKH özelliklerini arttırdığı, EMT'yi teşvik ettiği ve TNBC'nin teşhisi ve 

tedavisi için yeni stratejiler sunalabilecek CCL2/AKT/β-katenin sinyalinin 
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aktivasyonu ile TNBC'de KKH özelliklerini geliştirdiği yeni bir mekanizma 

bildirilmiştir (Chen ve ark., 2022).  

 

Literatürdeki karşılaştırmalara bakılarak yapılan migrasyon testindeki sonuçların M2 

makrofajların OKH’lerin metastatik özelliklerinde artışa neden olduğu söylenebilir. 

 

Tümörle ilişkili makrofajların hedeflenmesi, immünosupresif tümör mikro ortamını 

iyileştirmek ve antitümör tedavisinin etkinliğini arttırmak için büyük bir potansiyele 

sahiptir (Ye ve ark., 2019).  

 

CAR-makrofaj (CAR-M) teknolojisi kanser hastaları için yeni bir immünoterapi 

stratejisi sunmaktadır (Gao ve ark., 2022). Santoni ve ark. tarafından yapılan bir 

çalışmada, TME'ye sızan çok sayıda makrofajlarla, CAR-M teknolojisi makrofajların 

fagositozunu düzenler, antijen-sunucu aktivitelerini arttırır ve onları M1 fenotipinde 

bloke ederek immünosüpresif mikro ortamı iyileştirmiştir (Santoni ve ark., 2021). 

 

Eksozomlar, 30-150 nm çapındaki en küçük hücre dışı veziküllerdir (EV) ve hücreler 

arasındaki etkileşimlerde önemli bir role sahiptir (Guo ve ark., 2020). Genel olarak, 

hem makrofaj hem de kanser hücresi kaynaklı eksozomlar, çeşitli sinyal yolaklarıyla 

tümör immün kaçışı, metastaz ve ilaç direnci ile ilişkilidir Nagarsheth ve ark., 2017). 

 

Xun ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, meme kanseri hücrelerinin ortak kültürü, 

makrofajlarda KDM6B ekspresyonunun aşağı regülasyonuna yol açtmıştır. Kanser 

hücresinden türetilmiş eksozomal miR-138-5p, makrofajlarda KDM6B 

ekspresyonunun inhibisyonuyla M1 polarizasyonunu inhibe etmiştir ve M2 

polarizasyonunu desteklemiştir. Eksozomal miR-138-5p ile tedavi edilen makrofajlar, 

akciğer metastazını desteklemiştir ve dolaşımdaki ekzozomal miR-138-5p seviyesi, 

meme kanserinin ilerlemesi ile pozitif korelasyon göstermiştir. Bu nedenle eksozomal 

miR-138-5p, meme kanseri tedavisi için umut verici bir prognostik belirteç ve hedefi 

temsil etmektedir (Xun ve ark., 2021). 
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Ye ve ark., tarafından yapılan başka bir çalışmada,  TAM'ları azaltmak veya yeniden-

eğitmek için hücreye özgü yüzey reseptörleri aracılığıyla TAM'ları hedeflemek için 

çeşitli lipozomlar geliştirilmiştir. Bu çalışmada, geleneksel lipozomlar, PEG'lenmiş 

lipozomlar ve mannosile edilmiş lipozomlar dahil olmak üzere lipozomların TAM'lar 

üzerindeki yüzey işlevselleştirmesinin hücresel internalizasyonu ve immün sistemi 

uyarıcı aktivitesi araştırılmıştır. Veriler, M2 fenotipinden M1 fenotipine geçişe dayalı 

olarak immünomodülatörlerin anti-tümör immün etkinliğini artıracak bir dağıtım 

sistemindeki mannosillenmiş lipozomların potansiyelinin olduğunu göstermektedir 

(Ye ve ark., 2019). 
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Şekil  20. Makrofaj polarizasyonundaki sinyal yolakları. TH1 T hücreleri tarafından IFN-y ve IL-12 

salgılanmasını, mTOR/Akt veya TLR4 aracılığıyla LPS sinyalini, Akt2/NF-κB aktivasyonunu, 

Cd11b'nin SHP-1/2 inhibisyonunu, M2 genlerinin SHIP ve MyD88 inhibisyonunu içermektedir. M1 

gen ekspresyonunu indüklemek için PTEN aktivasyonu ve TNF/TNFR/NF-κB aktivasyonu. M2 

genlerinin uyarılması, IL-4 ve IL-13'ün TH2 T hücrelerinden salgılanması ve IL-4Ra reseptörü 

aktivasyonunun yanı sıra aşağı akış Stat6'ya bağlı arginaz-1 inhibisyonu, PPARy aktivasyonu ve 

mTOR'un TSC1 inhibisyonu tarafından yönetilir (Boutilier ve ark., 2021). 

 

 

 

TAM'ların tümör evrimindeki odak noktası olan STAT ailesi (STAT1, STAT2, 

STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B ve STAT6), PI3Kγ/AKT ve NF-κB sinyal 

yolakları ve CD47/SIRPa sinyal yolağı gibi bunlarla sınırlı olmamak üzere çeşitli 

sinyal yolaklarıyla ilişkilidir (Gao ve ark., 2022; Anderson ve ark., 2021; Shu ve ark., 

2020).  



 

47 

 

 

M2 polarize makrofajları ve hepataselüer karsinom (HCC) üzerinde yapılan bir 

çalışmada, M2 polarize makrofajların Toll benzeri reseptör 4 (TLR4) /STAT3 sinyal 

yoluyla metastazı ve EMT’yi desteklediği gösterilmiştir. TLR4’ü nötralize edici bir 

inhibitör kullanılarak migrasyon ve EMT indüklenmiştir (Yao ve ark., 2018). 

 

Yapılan başka bir çalışmada, proliferasyonu ve anti-apoptotik özelliğini olan M1 

benzeri TAM’ların  karaciğer kanseri hücrelerindeki infiltrasyonu ve ameliyat sonrası 

transkateter arteriyel kemoembolizasyonun (TACE) etkinliği arasındaki ilişki 

araştırılmıştır. Araştırmanın sonucunda M1 makrofajların, karaciğer kanser 

hücrelerinin anti apoptotik yeteneğini arttırmıştır. Ayrıca M1 benzeri TAM'ın 

karaciğer kanseri hücrelerinde NF-κB sinyal yolunu aktive edebildiği gözlemlenmiştir. 

Böylece M1 benzeri TAM'ın karaciğer kanseri dokularına sızmasının, karaciğer 

kanseri hücrelerinde NF-κB sinyal yolunu aktive edebileceği sonucuna varılmıştır 

(Sharen ve ark., 2022).  
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                                        6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

• Bu tez çalışmasında, insan osteosarkom kök hücreleri ile THP-1 monosit 

hücrelerinden türetilmiş M0, M1 ve M2 makrofajların in vitro koşullarda 

kokültürü yapılmıştır. Literatürdeki mevcut çalışmalarda bu makrofaj 

gruplarının osteosarkom kök hücrelerinin metastazındaki rolleri 

incelenmemiştir. Böylece bu çalışma ile osteosarkom kök hücrelerin tümör 

mikroçevresinde bulunan tümörle ilişkili makrofajlar tarafından nasıl 

etkilendiği ortaya konmuştur. 

 

 

• Tez kapsamında yapılan çalışmada M2 makrofajları ile kokültür yapılan 

osteosarkom kök hücrelerinde metastatik özelliklerin arttığı ortaya 

konulmuştur.  

 

 

• Fakat M0’ların Sox2 ve Vimentin ekspresyon seviyelerindeki artışı göz önünde 

bulundurulduğunda M0’ların M2’ye polarize olabileceği ve/veya M0’ın da 

osteosarkom kök hücrelerde metastatik özelliği arttırdığı düşünülmektedir. 

 

 

• Tümörle ilişkili makrofajların, tümör mikroçevresindeki davranışlarını daha 

iyi anlayabilmemiz için kokültür sonrasında makrofaj belirteçlerinin ekpresyon 

seviyelerinin ölçülmesi gerekmektedir. Makrofajların birbirlerine 

polarizasyonu bilinmektedir. Böylece kokültür sonrasında makrofajların hangi 

makrofajlara dönüştüğü hakkında kesin bilgi edinilebilir. 

 

• Tümör mikroçevresi oldukça karmaşıktır. Günümüzde tek tek kanser kök 

hücrelerini ya da makrofajları hedefleyen tedavileri düşünmek yeterli 

olmayacaktır. Kanser kök hücreleri ve makrofajları birlikte hedefleyecek 

tedaviler geliştirmek tümör nüksünü azaltabilir. 
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• M2 makrofaj benzeri TAM’lar, M1 makrofaj fenotipe yeniden programlanarak 

osteosarkom kök hücreler için bir tedavi stratejisi olarak kullanılabilir. 

 

 

• OKH’lerin M0, M1 ve M2 makrofajlar ile kokültür süreleri 24 ve 72. Saatler 

olarak incelenmiştir. Sonraki çalışmalar için daha uzun deney sürelerinde 

OKH’lerin canlılığı incelenebilir. 

 

 

• Yapılan çalışmada yarı kantitatif olarak bilinen immünofloresan boyama 

yapılmıştır. Bu çalışmanın devamında kantitatif ölçümler için PCR 

kullanılabilir. 

 

 

• Bu çalışmada epitelyal mezenkimal geçiş için sadece mezenkimal belirteç olan 

vimentin ekspresyon seviyelerine bakılmıştır. Sonraki çalışmalarda epitel 

belirteç olan e-cadherin ve mezenkimal belirteç olan n-cadherin seviyelerine 

bakılarak osteosarkom kök hücrelerinde epitelyal mezenkimal geçiş daha 

kapsamlı olarak araştırılabilir. 

 

• Çalışmanın devamında, çeşitli sinyal yolakları hedeflenerek kanser metastazını 

engellemeye yönelik çalışmalar düşünülebilir. 

 

• İleriki çalışmalar için CAR-makrofaj teknolojisi ile kanser nüksünün 

azaltılması için tümöre hedeflenecek bir immünoterapi stratejisi 

kullanılmalıdır. 
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