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OZET

DOLEN, Y., Meme Kanseri Modelinde Myeloid Kokenli Hiicrelerin Iimmiin
Kompartmanlardaki Dagiliminin Anti-Tiimor Yamtlara Yansimasi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi
Program Doktora Tezi, Ankara, 2013. Bu ¢alismada, Nitroso Metil Ure (NMU)
aracili meme kanseri olusturulmus Sprague Dawley siganlarin periferik kan, kemik
iligi ve dalak dokularinda bulunan myeloid kdkenli hiicreler incelenmistir. Rp-1
ekspresyonu ile sican myeloid hiicrelerinin nétrofil ve monosit popiilasyonlar: ilk
defa birbirlerinden ayirt edilmistir. Ayrica HIS48 ekspresyonuna gore iki farkli sigan
monosit alt grubu oldugu tespit edilmistir. Meme tiimorii tasiyan siganlarin periferik
kan ve dalaklarinda anlamli oranda Rp-1+ nétrofil birikimi gdsterilmistir. Timorlii
hayvanlarda sayilar1 artan bu Rp-1 + nétrofillerin, antijene 6zgii CD4+ T hiicre
proliferasyonunu baskiladigi gosterilerek myeloid kdkenli baskilayict hiicre (MDSC)
karakterinde olduklar1 gosterilmistir. Timorlii sicanlarda MDSC'ler, CDI11b/c+,
HIS48+ immiinfenotipi ile tanimlanmaktadir. Bu tanim hem graniilositik hem de
monositik popiilasyonlar1 kapsamaktadir. Bu ¢aligmada, sican graniilositik MDSC alt
grubu Rp-1+ myeloid hiicreler olarak ilk defa tanimlanmistir. Yapilan islevsel
analizlerde; sican graniilositik myeloid kokenli baskilayict hiicrelerinin (MDSC'ler)
reaktif oksijen tiirevleri (ROS), nitrik oksit (NO) ve TGF-B sentezleyerek
baskilayicilik fonksiyonu gosterdigi tespit edilmistir. Tiimorlii hayvanlarda klasik
tipteki HIS48+ monosit popiilasyonlarinin MHC 1I ekspresyonlarinda azalma
goriilmiistiir. Tiimorli hayvan dalaginda bulunan ve yiiksek ROS ve NO {iretimi ile
TGF-B sentezine de sahip olan HIS48+ monositler, sican monositik MDSC'lerini

teskil ederler.

Anahtar Kelimeler: MDSC, Sican, Meme kanseri, Graniilosit, NMU
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ABSTRACT

DOLEN, Y., Distribution of Myeloid Derived Cells on Immune Compartments
and it's Reflections to Anti-Tumor immune Responses in a Breast Cancer
Model, Hacettepe University Institude of Health Sciences PhD Thesis in Tumor
Biology and Immunology, Ankara, 2013. Myeloid cells of peripheral blood, bone
marrow and spleens from NMU induced mammary tumor bearing Sprague-Dawley
rats were examined in this study. Myeloid derived suppressor cells (MDSCs) in
tumor bearing rats are defined with CD11b/c” HIS48" immunophenotype. As this
definition addresses both granulocytic and monocytic populations, we separated
neutrophils from monocytic populations according to Rp-1 expression and classified
monocytes into two sub groups regarding the HIS48 positivity. The RP-1" neutrophil
amounts increased prominently in peripheral blood and spleens of mammary tumor
bearing Sprague Dawley rats. Rp-1" neutrophils also suppressed the antigen specific
CD4" T cell proliferations. These neutrophils were the dominant suppressor
populations and corresponded to the granulocytic-MDSCs. Reactive oxygen species
(ROS), nitric oxide (NO) productions and TGF- synthesis were found to be
responsible for the suppressive effect of these neutrophils. Additionally, HIS48"
monocytes of tumor hosts had lower MHC class II expression, higher nitric oxide
and TGF-B productions than HIS48- monocytes resembling the monocytic-MDSCs
of mice. Here we report Rp-1 antibody as a specific marker to distinguish rat PMN-
MDSCs. Additionally, we identified two functionally different monocyte subsets
based on HIS48 staining. Granulocytic subset of tumor bearing rat MDSCs were
defined as Rp-1+ HIS48+ neutrophils. Two functionally and morphologically

different subsets of RP-1- rat monocytes were discriminated by HIS48 staining.

Keywords: MDSC, Rat, Breast cancer, Granulocyte, NMU
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Son yillarda meme
kanserinin tani ve tedavisinde dnemli gelismeler saglandig1 halde halen hastalarin bir
boliimii  konvansiyonel = kemoterapi ve cerrahi  girisimlerinden  fayda
saglayamamaktadir. Bu nedenle kemoterapiye direngli tiimorlerde etkinligi gosterilen
veya immiin sistemin aktivasyonunu saglayan tiimore hedefli protokoller umut vaad
etmektedirler.

Tiimor hiicreleri inflamatuar dengeyi kendi lehine bozarak neoplazilere 6zgiil
kronik inflamasyona neden olabilir. Boylece, immiin sistem hiicreleri, timor
gelisiminin erken basamaklarindan itibaren tiimoriin biiylimesi, genomik kararsizlik,
anjiyogenez ve metastaz icin uygun ortam olusturabilir. Bu islemde, timor ve
mikrocevresindeki hiicrelerden salinan gesitli faktorlerin yerel veya distal miyeloid
hiicreler iizerinde etkileri basrol oynar.

Yapilan klinik arastirmalar ve hayvan deneyleri bir¢ok kanser tiirtinde kanda
bulunan myeloid kokenli hiicre gruplarinin sayilarinda artis oldugunu gostermistir.
Myeloid kokenli hiicrelerdeki bu artis, metastaz kapasitesi ve sagkalim gibi
prognostik degerler agisindan Onemlidir. Kanser ve diger kronik inflamatuar
hastaliklarda sayilar1 artan myeloid hiicrelerin asli fonksiyonlarmin, anti timor
immiin yanitlarin baskilanmasi oldugu gdosterilmis ve bu hiicreler myeloid kokenli
baskilayic1 hiicreler (Myeloid Derived Supressor Cells (MDSC) olarak
adlandirlmigtir.  MDSC'ler iizerinde yapilan caligmalarda genellikle fare
modellerinin tercih edilmesi, bu hiicrelerin en ¢ok dalaktan izole edilmeleri ve
sinjenik farelerde antijen sunumunda sorun yasanmamasindan kaynaklanir. Meme
kanseri hastalarinda yapilan aragtirmalar da, bu hiicre grubunun kanda artisi
gosterilmigtir. Ancak, hastalardan elde edilen doku o6rneklerinin kisithiligi ve etik
nedenlerden  otiiri, MDSC'lerin  gelisim  yollar1  veya diger immiin
kompartmanlardaki etkilerini gostermek ancak hayvan deneyleri yaparak miimkiin
olabilir.

Bu calismada, insan meme kanseri ile pek ¢ok yonden benzerlik gosterdigi
bilinen nitroso-metil tire (NMU) aracili sican meme kanseri modelinde myeloid
kokenli hiicrelerin alt-gruplar1 ve fonksiyonlari incelenmistir. Bu amagla myeloid

hiicrelerin  immun-fenotiplemesi yapilarak baslica alt-gruplar tanimlanmistir.



Tiimorli hayvanlarin farkli dokularinda; bu hiicre alt-gruplarinin sayisal artislari,
reaktif oksijen tiirevi bilesiklerinin sentezi, nitrik oksit sentezi ve fagositoz kapasitesi
gibi islevsel Ozellikleri belirlenerek, tespit edilen hiicrelerin MDSC karakterleri ile
uyumu degerlendirilmistir. Myeloid kdkenli baskilayict hiicre gruplarinin baskilama
tayini i¢in dig-soy siganlar arasinda antijen sunumunu olast kilacak bir model
gelistirilerek NMU aracili sican meme kanseri modelinde fonksiyonel olarak

baskilayict myeloid hiicrelerin varlig1 gosterilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme dokusu, epidermisten tiireyen modifiye apokrin ter bezi gruplarindan
olusmaktadir. Kadinlarda ergenlik déneminde hormonal sistemin uyarisiyla kanal
sistemi prolifere olmaya baglar. Bu esnada alt segmental kanallardan lobiiller
tomurcuklanarak, islevsel terminal dukto-lobiiler {initeyi olusturur. Lobiiller,
interlobiiler bag doku ile sarili kesecikler ve aralarindaki intralobiiler bag dokudan
olusmaktadir. Interlobiiler ve segmental bag doku daha fazla kollajenik karakterde
olup hiicresel igerigi diisiiktiir. Ergenlik sirasinda memedeki genislemeden sorumlu
yag dokusu bu bagdokuya go¢ eder. Kanal ve kanalciklar ¢ift tabakali bir epitelyum
ile ortiiliidiirler. Liimene bakan i¢ kismi kiibik ya da silindirik hiicreler kaplarken dis
kisimda aralikli kontraktil miyoepitelial hiicreler bulunmaktadir. Epitelyum siirekli
bir bazal membran ile sarilidir. Ayni sekilde kanal sistemini de lenfatiklerce zengin
bir bag doku sarar (1).

Memede goriilen en Onemli hastalik olan meme kanseri; ayn1 zamanda
kadinlarda en sik rastlanilan malinite tiiriidiir. Son yillarda meme kanserinin tani ve
tedavisinde gelismeler goriilse de 6nemli sayida hasta tedaviye direng gelistirmekte
ve kaybedilmektedir (2). 2013 yilinda Birlesik Devletlerde yaklasik 230.000 kadinda
in situ haricinde meme kanseri gelisimi tahmin edilmektedir ve bunlarin 40 bininin
kaybedilecegi diistiniilmektedir (3). Bu nedenle meme kanserinde yeni tedavi
stratejileri gelistirilmesi 6nem arz etmektedir Meme kanseri vakalarinin tamamina
yakin1 terminal dukto-lobiiler iinite kaynaklidir. Meme kanserlerinde baslica
patolojik ayrim in situ ve invaziv olarak yapilmaktadir. /n situ meme kanserinde ilk
ortaya ¢ikan tiimor hiicreleri hastalar arasinda degisen siireler boyunca kanal
sistemine (ductus) hapsolmus halde bulunurlar. Bu asamada invazyon goriilmez ve
bazal membran biitiinliiglinli korurken epitel hiicrelerinde sitolojik malignite
degisimleri goriilmektedir. Duktal ve lobiiler olarak iki tip in situ meme kanseri
vardir bunlarin her ikisi de terminal dukto lobiiler {inite kaynakli olmalarina ragmen
aralarinda morfolojik ve prognostik farkliliklar bulunur. Var olan bir in situ
karsinomadan memenin invaziv karsinomasi gelisir. Bu asamada, timor hiicreleri

bazal membrana ulasir ve stromayi tutarlar. Bununla birlikte histolojik olarak in situ



unsur ayirt edilemez durumdadir. Meme kanserinin ilk ortaya ¢iktig1 bolgeden, yerel,
lenfatik ve kan araciligi ile yayilmasi (metastazi) s6z konusudur. Meme kanseri yerel
olarak deri Ortiisiinii, derin fasyay1 ve gogiis duvarini tutarken aksiller ve meme i¢i
lenf nodlarinda da metastatik karsinoma tespit edilebilir. Kan yoluyla ise uzak
metastazlar olusmakta ve en sik akciger, kemik ve karacigeri tutmaktadirlar (1).
Meme kanseri molekiiler olarak, tasidiklar1 6strojen (ER) ve epitel biiyiime hormonu
(HER2) reseptorlerine gore simiflandiriimaktadir. Insan meme kanserlerinin yaklasik
%75 lik kisminda Ostrojen reseptorii (ER) pozitiftir. Son yillarda ER+ ve HER2+
meme kanserlerinde hedeflendirilmis tedavi yaklasimlarida kullnilmaktadir (4). ER
negatif meme kanserlerinin ise immiin cevap ile olan etkilesimleri, klinik yanit ile

iliskili bulunmustur (5,6).

2.2. Kanser ve Mikrocevre

Kanser gelisimi ¢ok basamakli bir gelisim sergiler. Bu gelisimdeki
inisiyasyon ve promosyon basamaklarinda somatik hiicrelerde genetik mutasyonlar
olugmakta ve birikmektedir (7). Ancak pek ¢ok kanserin gelisimine kronik bir
iflamasyonun eslik ettigi de gosterilmistir (8). Bu inflamatuar kosullar proliferatif
sinyal aglarinin olugsumu ile neoplastik gelisim i¢in uygun ortam saglamaktadirlar
(9). Panet, 1889 tarihli "Seed and soil" (tohum ve toprak) hipotezi ile bu durumu
meme kanserinde tanimlamistir (10). Buna gore tiimor gelisimi, verimli bir ortamin
(toprak) olanak vermesi halinde wuyumlu timor hiicrelerinin  (tohumlar)
proliferasyonu ile gergeklesmektedir (11). Seed and soil hipotezinin primer tiimoriin
ilk gelisim asamasinda mi1 yoksa sekonder metastazlar icin mi daha uygun oldugu
hakkinda tartismalar siirmekle birlikte her iki durumda da tiimoriin mikrogevresi ile
olan iligkisinin 6nemi yadsinamaz.

Meme kanserinin stromal elamanlarla olan etkilesiminde de meme yag
dokusunun adipositleri, fibroblastlar, miyofibroblastlar, 16kositler, lenfositler ve
miyoepitelial hiicreler 6nemli rol oynarlar. Bu hiicrelerin meme kanserlerinin
biiylimesi, farklilagsmasi, invazif karakter kazanmas1 ve polariteleri iizerine etkileri
gosterilmistir (12,13). Dikkat ¢ekici bir sekilde sigan NMU modelinde yapilan bir
calismada neoplazinin gelisiminde epitelden Oncelikli olarak stromal bilesenlerin

Oonem tasidig1 gosterilmistir. Bu calismada 21 giinliik hayvanlarin meme epitel



dokusu ¢ikarilmig ve in vitro olarak NMU ile muamele edilmistir. Daha sonra meme
yag dokusuna nakledilen NMU'ya maruz kalmis epitel dokusu tiimor gelisimi yerine
saglikli dukto lobuler sistemler gelistirmistir. Ote yandan epitel ¢ikarildiktan sonra
hayvanlara NMU uygulamas1 sonrasinda aktarilan epitel hi¢ bir etkiye maruz
kalmamuis bile olsa karsinom gelisimi izlenmistir (14). Bu 6rnek NMU aracilt meme
kanserinin  gelisimi esnasinda da stromal elamanlardan destek aldigimi
gostermektedir.

Bir tiimorii ¢evreleyen stroma orgiisii tiimor dokusunun bag doku iskeletini
olusturur. Bu iskelet, hiicre dis1 matriks (HDM), fibroblastlar, immiin sistem
hiicreleri ve kan damarlar1 gibi 4 eleman igermektedir ve normal dokudan farklilik

gosterir (15).

2.2.1. Hiicre Dis1 Matriks

Hiicrelerin arasindaki makromolekiiler protein iplikleri ve fibréz disi
proteoglikanlardan olusan ve tiim dokularin stromasinda bulunan {i¢ boyutlu ag
yapisidir. HDM bilesenleri olan fibronektin, tip IV kollajen ve trombospondin-1
yapisal biitlinliik ve birliklerine gore pro-ve anti anjiyojenik sinyaller olustururlar
(16). Daha da 6nemlisi, integrin aracili HDM sinyalleri (17,18) karsinomalarinda
maling doniisiime neden olur. Kanser hiicreleri sentezledikleri proteolitik enzimler
ile HDM'i yeniden diizenleyerek kendileri i¢in invaziv bir ortam saglarlar (19).
Bunlardan en 6nemlisi matriks metalloproteinazlardir (MMP) ve hiicre yiizeyi ve
HDM'ye bagli bulunan biliyiime faktorlerini keserek aktive ederler (20). Cesitli
kanserlerde farkli MMP'ler 6ne ¢iksa da genellikle ekspresyon seviyeleri kanserin

invazivliginin 6nemli bir belirleyicisidir (21)

2.2.2. Fibroblastlar

Pek cok tiimor hiicresinden salinan timor biiylime faktorii B (TGF-B) ve
platellet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) kanser hiicrelerinin stromal fibroblastlarla
etkilesiminde rol alirflar (21). Insan meme tiimorii xenograftlarmin farelerde
gelistirilebilmesi, insan tiimdr iliskili stromal fibroblastlarin varligina baglidir ve bu
fibroblastlarin kanser gelisimindeki 6nemini gostermektedir (22). Fibroblastlarindaki

TGF-p reseptorii nakavt olan farelerin epitel hiicrelerinin maling doniisiim gecirmesi,



bu sitokinin fibroblastlar {izerinden karsinogeneze olan etkisini gosteren bir drnektir
(23). Ote yandan tiimorler hiicrelerinde asir1 eksprese olan TGF-B ise metastatik
progresyona neden olarak tiimorlerde cift yonlii etkisini gdstermistir (24). Her iki
biiyiime hormonu da fibroblastlarin, myofibroblast ad1 verilen aktive diiz kas reaktif
fibroblastlarina doniistimiinden sorumludur (25,26). Tiimor stromasinda bulunan
myofibroblastlar karsinoma iligkili fibroblastlar (CAF) olarak adlandirilmakta ve
vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF) ve proteaz iireterek HDM modellenmesi
ve anjiyogeneze katki yaparlar (21). Ancak HDM modellemesi ve anjiyogenez,
fibroblastlarin bahsedilen karsinojenik etkilerini agiklamaya yeterli degildir.

Son bulgular, yara iyilesmesi gibi inflamatuar durumlarda epitel hiicrelerinin
de makrofaj ve notrofiller gibi hidrojen peroksit sentezleyebildigini gostermistir (27).
Oksidatif stres ise normal fibroblastlar1 aktive miyofibroblastlara doniistiirmek i¢in
yeterlidir ve aktive miyofibroblastlar daha sonra kendileri hidrojen peroksit iiretmeye
baslarlar (28,29). Ortamdaki hidrojen peroksitin ise daha ¢ok inflamasyona, hiicresel
metabolizma degisikliklerine ve en onemlisi DNA hasarina yol agarak, tohum ve
toprak hipotezinde eksik olan giibreyi olusturdugu belirtilmistir (30).

Adipositler de salgiladiklar1 kollajen VI ile timor gelisimini arttirmaktadirlar
(31). Insan meme kanseri dokularinda yapilan bir ¢alismada da fibroblastlarin o-sma
expresyonu ile kademeli bir myojenik farklilasma igerisine girdikleri gosterilmistir.
Bu durum hiicreler tiimore yaklastikca artis gostermektedir (32). Devam eden
calismalarda kanser mikrogevresindeki myofibroblastlarin bir kisminin dolagimdaki

kemik iligi kaynakli hiicrelerden koken aldig1 gosterilmistir (33).

2.2.3. Vaskiiler Sistem

Yiizyildan beri tiimorlerin etrafinda kan damarlarinin gelistigi bilinmektedir
(34). Anjiyogenez olarak bilinen bu durum tiimor biliylimesi ile paralel olarak
seyreder ve gelisen tiimorii beslemek i¢in gerekli yeni kan ve lenf damarlarinin
olusumunu igerir (35). Anjiyogenez, tiimdr ve mikrogevre igerisinde onunla iligkili
olan diger hiicrelerden saliman biiylime hormonlar1 sayesinde olusmaktadir. Bu
hormonlardan anjiyogenez iizerinde en 6nemli etkiye sahip olani vaskiiler endotelial

bliytime hormonu (VEGF)'tir (36).



Anjiyogenezin maling tiimorlerdeki kaliciligi tiimor stromasindaki endotel
hiicrelerinde diizenlenen VEGF reseptor 2 ekspresyonuna baghdir (37). Timor
invazyonu icin bir gereklilik olan anjiyogenezin, VEGFR2 blokaji ile durduruldugu,
dahasi, bu uygulama sonrasinda diisen MMP seviyeleri sayesinde tiimor-stroma

siirinin belirginleserek HDM yapisinin tekrar organize oldugu gosterilmistir (37).

2.3. Kanser ve immiin Sistem

2.3.1. Kanserde immiin Gézetim

Ehrlich, 1909'da transforme hiicrelerin siirekli olustugu ve immiin sistemin bu
hiicreleri siirekli tarayarak yok ettigini 6ne siirdiigiinden beri tiim6r immiinolojisinin
baslica konularindan biri kanserin immiin goézetimi (cancer immunosurveillance)
olmustur (38). Bu yapilan islemin tiimorlerin biiyiimesine engel oldugunu gosteren
birgok kanit vardir (39). Ornegin tiimérlerin icindeki lenfosit varlig1 timér hiicreleri
ile immiin efektdr hiicreleri arasinda bir iligski oldugunu gostermektedir ve ozellikle
CDS8+ T hiicre yogunlugu iyi prognoz ve uzun sagkalimla iliskilidir (40). Ozellikle
tiimoriin ¢evresindekilerden ziyade tlimoériin i¢indeki T lenfositler timor hiicresinin
ortadan kaldirilmasi icin 6nemlidir (40). Benzer dogal oldiiriici (NK) hiicre
infiltrasyonlarinin da sagkalimla iligkisi tespit edilmistir (41). Yine deneysel olarak
daha Once ayni tiimdrle karsilagmis hayvanlara tekrar tiimor nakli yapilirsa timor
reddedilir. Bu, kazanilmis bagisiklik tarafindan timdriin 6zgiil olarak taninip
hatirlandiginin bir gostergesidir. Klinik gézlemler, organ transplantasyonu yapilan
kisilerde tiimor meydana gelme olasiliginin da arttigini gostermektedir (42,43). Bu
durumun kullanilan immiin baskilayici ilaglardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(41). Bu da saglam bir bagisiklik sisteminin timor biiylimesini engellediginin
kanitidir.  Ancak tiim bu bulgulara ragmen oldukca sik tiimor olusmasi immiin

sisteminin tiimorlere kars1 zayif ve yetersiz kaldiginin bir gostergesidir.

2.3.2. Kanserin Immiin Sekillendirilmesi
Son yilarda fareler {izerinde yapilan ¢aligsmalar, immiin sistemin kansere karsi
konag1 koruyucu etkisinin yani sira immiinojenitesi diisiik tiimorlerin olusumuna da

yardim ettigini gostermistir (44). Bu nedenle, kanserin immiin gdzetimi terimiyle



kasdedilen islevlerin immiin sistemin kanserle iligkili islevlerini tam olarak

tanimlamadig1 ve yetersiz kaldig diisiiniilmektedir. Bunun yerine kanserin immiin

sekillendirilmesi  “cancer immunoediting” taniminin kullanilmasi Onerilmektedir

(45). Kanserin immiin sekillendirilmesi tanimi; immiin sistemin hem kanser

olusumunu engelleyici hem de neoplastik hastaligi sekillendiren ikili islevini

icermektedir. Immiin sistem, baz1 tiimérlerin olusumunu tam olarak engellerken, baz1
timorlerde korumasiz, bazilarinda lakayt kalmakta, immiinolojik anerji veya

tolerans olusumuna neden olmaktadir (45).

Kanserin immiin sekillendirilmesi 1ii¢ farkli siirecin sonucunda ortaya

cikmaktadir: Bunlara kanserin ti¢ “E”’s 1 ad1 verilmistir (15,46).

(a) Eliminasyon; klasik kanser immiin gozetim konseptine karsilik gelmektedir.

(b) Equilibrium; eliminasyon asamasinda tamamen yok edilmemis timor
hiicrelerinin diisitk immiinojenitedeki variantlarminin secildigi ve arttirildigi
siirectir

(c) Escape; equilibrium asamasindaki immiinolojik denetimleri asan tiimoriin

kontrolsiiz bir sekilde immiin yeterli kisilerde hizla yayilmasidir.

Eliminasyon (bertaraf etme)

Kanser immiin gézetim kavraminin 6z niteligi olan gelisen tlimoérlerin ortadan
kaldirilmasini tarif etmektedir. Bu islemde immiin sistemin dogal ve adaptif
elemanlar1 rol oynarlar ve tiimorii ortadan kaldirmada basarili olduklari takdirde
immiin sekillendirme bu asamada sonlanir (41). Eliminasyon da 4 basamakta ele
alinmaktadir. Bunlar;

1) Timor hiicrelerinin dogal immiin sistem hiicrelerince taninmasi ve bir
dereceye kadar oldiiriilmesi: Solid tiimdr belli bir biiyiikliige ulastig1 zaman invaziv
olarak biliylimeye baslayacak ve daha fazla kanlanmaya ihtiyac1 olacaktir.
Stromajenik ve anjiojenik proteinlerin yapimm baslayacaktir. Invaziv bilyiime ¢evre
dokuda mindr hasarlara ve dolayisiyla inflamatuvar bir cevabin olusumuna neden
olacaktir. Pro-inflamatuar sinyaller, dogal oldiiriicii T hiicreler (natural killer T;
NKT), dogal oldiiriicti hiicreler (natural killer; NK), yd T hiicreleri, makrofajlar ve
dendritik hiicrelerin tiimor alaninda toplanmasii saglayacaktir (47). Tiimoér, NK,

NKT ve vd T hiicreleri tarafindan taninarak Perforin, FasL ve TNF-iligkili apoptoz



baslatan ligand (TRAIL) aracili 6ldiiriilerek interferon gamma (IFN v) {liretimi baglar
(48).

2) Dendritik hiicrelerin (DC) matiirasyonu ve gocii ile T hiicrelere c¢apraz
sunum. IFN v antiproliferatif ve apoptotik etkileriyle sinirli oranda tiimdr hiicresinin
Olimiine neden olacaktir (49-51). IFN y ayni zamanda hem tiimoér hiicrelerinden hem
de cevredeki normal dokudan CXCL10 (interferon-inducible protein-10, IP-10),
CXCL9 (monokine induced by interferon gamma, MIG) ve CXCL11 (interferon-
inducible T cell kemoattractant; I[-TAC) gibi kemokinlerin saliverilmesini
uyaracaktir (45). Bu kemokinlerden bazilarinin anjiostatik etkileri vardir ve yeni
damar olusumlarin1 durdurarak daha fazla tiimor hiicresinin 6liimiine neden olurlar
(52). Birinci asamadaki NK hiicreleri aracili 6ldiirmeden ve bu asamadaki IFN vy
etkisine bagli olusan nekrotik hiicreler ve tlimor hiicresi antijenleri ¢evrede bulunan
immatiir DC'ler tarafindan alinarak tiimor drene lenf diigiimlerine (TDLN) gotiiriiliir
(41). Inflamasyonun artistyla beraber saliverilen kemokinler ortama daha fazla NK
ve makrofaj gelmesine neden olur (45).

3) Tiimor antijeni (TA) 6zgiil T hiicrelerin gelisimi. Eliminasyonun {igiincii
fazinda, tlimori infiltre eden NK ve makrofajlar birbirlerini uyararak daha fazla
interlokin 12 (IL-12) ve IFN vy saliverilmesine neden olur ve tiimor nekrotize edici
faktor (TNF) ile ortaya ¢ikan apoptozu arttiran ligand, perforin, reaktif oksijen ve
nitrojen aracilar1 vasitasiyla daha fazla timdr hiicresi 6liimiine neden olur (53).
TDLN'a ulasan dendritik hiicreler tiimore 6zgiil tip 1 yardimer T hiicrelerini (CD4+,
Thl) uyarirlar ve tiimore 6zgil CD8+ T hiicrelerinin gelisimine yardimer olurlar
(41).

4) TA-6zgiil T hiicrelerinin tiimdr bdlgesine gocli ve ve tiimor hiicrelerinin
oldiirtilmesi. Dordiincii fazda tiimor antijenlerine 6zgiil CD8+ ve CD4+ T hiicreleri
timoriin bulundugu alana giderler. Tiimor bolgesinde sentezlenen IFN ytarafindan
CD8+ sitotoksik T hiicrelerin antijen tasiyan tiimor hiicrelerini 6ldiirme kapasitesi
arttirthir. Ancak bu basamakta immiinojenitesi diisiik tlimor hiicrelerin segilimi de
saglanir (54).

Timoriin  eliminasyon asamasindan kurtulmasinda Onem atfedilen
immiinojenite, timor antijenlerinin ve yeterli pro-inflamatuar uyarimlarin varhigi

olarak iki temel unsur barindirir (41). Yakin zamana kadar meme Kkanseri
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hiicrelerinin immiin sistemin taniyabilecegi antijenler liretmedigi varsayilmaktaydi,
ancak zamanla tanimlanan birgok meme kanseri iligkili antijen bunun aksini
gostermistir (55). Ayrica meme kanseri hastalarindan izole edilen T hiicrelerin,
immiin sistemden yoksun hayvanlardaki insan meme kanseri hiicrelerini taniyip
oldiirebildigi gosterilmistir (56). Ote yandan hastalarin immiin sistemi tiimdrlerde
ifade edilen bu antijenlere uzun siire maruz kaldig1 i¢in tiimorlere karsi tolerans
gelistirdigi diisiiniilmektedir (56). Toleransa neden olabilecek bir diger husus da
yeterli pro-inflamatuar ortamin saglanamamasidir. Tehlike hipotezi'ne konu olan bu
durumda tiimor antijenlerinin varliginda transformasyon siirecinin yeterli pro-
inflamatuar sinyalleri saglayamamasi sonucunda antijene karsi immiin yanitlar
gelismez ya da tolerans gelisir (57). Ancak son ¢aligmalar pek cok tiimorde yeterli
tehlike sinyalini olusturabilecek HDM degisimleri ve nekroz oldugunu gostermistir

(41,58).

Equilibrium (denge)

Eliminasyon siireci transforme hiicrelerin biiylik bir boliimiinii ortadan
kaldirir. Ancak bazi tiimor hiicreleri eliminasyonun etkilerinden kaginabilirler (59).
Bu siiregte, konagin immiin sistemi ve eliminasyon isleminden kurtulan herhangi bir
tiimdr variantt dinamik bir dengeye ulasir (59). Bu siire¢ tiimér immiinolojisi i¢in
daha yeni tanimlanmus bir siirectir ve timor uykusu ile benzerdir (60). Lenfositler ve
IFNy genetik olarak kararli olmayan ve hizla mutasyon gosteren tiimor hiicreleri
lizerine potent bir se¢ilme baskist olusturur (59). Bu Darwin tipi secilme periodu
sirasinda bir¢ok orijinal tiimor kagis variant hiicresi yok edilir ama bir yandan da
immiin saldirilara ¢ok daha direncli yeni mutasyonlar gosteren yeni variantlar olusur
(41). Equilibrium’un bu ii¢ siire¢ arasinda en uzun siiren siire¢ oldugu ve equilibrium
stirecinin yillar aldig1 diisiiniilmektedir (61). Denge siireci ii¢ sekilde sonuglanabilir.
(1) immiin sistem timorii yok etme bagarisini gosterebilir (i) timor ve immiin sistem
uzun yillar molekiiler ve hiicresel bir denge icerisinde kalir (iii) tiimor immiin

sistemden kagcarak ilerler (15,59).
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Escape (kacis)

Kagis siirecinde, genetik veya epigenetik degisimler sonucu immiinolojik
tespite ve ortadan kaldirilmaya duyarsiz hale gelen tiimor variantlar1 kontrolsiiz bir
sekilde cogalmaya bagslarlar (46). Bu, klinik olarak gozlenebilen malign hastaligin
ortaya c¢ikisina ve tedavi edilmezse konagin Oliimiine neden olur. Tiimor,
antijenlerini kaybederek immiin sistem tarafindan taninamaz hale gelir. Tiimor, aym
zamanda antijen sunumunda gorevli Tapasin, LMP2, LMP7, MHC molekiilleri gibi
baz1 molekiillerini kaybederek antijenlerini sunamaz hale gelir (62). Ayrica, IFNy
reseptorleri veya bu reseptorle iligkili sinyal yolu molekiillerinde de kayiplar séz
konusu olur bu nedenle tiimdr antiproliferatif ve apoptotik sinyalleri almaz (63)
Immiin sistemin kronik inflamatuar durumlarda kendi cevaplarmi kontrol altina
almasi da bir kacis mekanizmasidir ve bu otokontrol islevine timoér de gelisimi
esnasinda kademeli olarak iirettigi anti inflamatuar sitokinler sayesinde katkida
bulunmaktadir (64). Tiimoriin kendisi, transforming growth factor (TGF-f), vascular
endothelial growth factor (VEGF), Prostaglandin E2 (PGE2), interlokin-10 (IL-10),
siklooksijenaz 2 (COX2) gibi immiin sitemi baskilayici bir grup mediyatorii
salgilamaya baslar (41) (65). TGF- B, lenfosit proliferasyonunu durdurur. Timor
cevresinde bulunan dendiritik hiicrelerin maturasyonunu engellerler Immatiir
dendritik hiicreler etkili bir antijen sunumu gergeklestiremedikleri gibi immatiir
dendritik hiicrelerin T hiicrelere antijen sunumu sonucunda aktivasyon yerine anerji
gelisir ve efektdr T hiicreler regiilatuar T hiicrelere doniisiir (66). Immiin kagista rol
oynayan bu aracilarin birgogu STAT3 kaskatin1 kullanarak 6zellikle myeloid kékenli
antijen sunan hiicrelerin aktivasyonunu ve matiirasyonunu engellerler (67-69).
Ortama salinan IL-10 gibi sitokinler, IL-12 yapimin1 durdurduklarindan, tlimore karsi
immiin cevapta etkili olan Th1 yanitinin Th2 yanitina doniisiimiine neden olur ve bu
da tiimore karsi etkili savasi engeller(70).

Timoriin erken evrelerinde baslayan biiyiime hormonu salgilar1 ve hipoksik
ortamdan kaynaklanan uyaricilar da kemik iliginde hematopoezi artirarak immatiir
myeloid hiicrelerin {iretimini ve tlimor mikrogevresine ¢ekilmesini saglarlar (71). Bu
hiicreler naiv Onciillerinden efektér T hiicrelerin gelismesini Onleyerek, efektor T
hiicrelerin de diizenleyici (regulatuar) fenotipe doniismesi ya da apoptozuna yol agip

tiimore goclerine engel olurlar. Regiilatuar T hiicreler de, saliverdikleri IL-10 ve
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TGFP gibi sitokinlerle tiimore karsi olusacak olan effektor T hiicre cevabinin
bastirilmasina neden olurlar. Giinilimiizde, tiimor c¢evresinde regiilatuar fonksiyon
goren bu hiicrelerin arttig1 iyi bilinmektedir (72,73).

Yukarida bahsedilen hiicresel ve molekiiler faktorlerin etkisi sonucunda
timor hem kendini taninmaz hale getirmekte hem de immiin sistem cevabini etkili

bir sekilde baskilayarak ¢ogalmasina ve yayilmasina devam etmektedir.

2.4. Kanser ve Myeloid Kokenli Hiicreler

Timor hiicrelerinin metastaz, yayilma ve uzak bolgede yeni bir timor
olusturabilmeleri i¢in farklilagsmis bir mikrogevreye ihtiyaglar1 vardir. Son yayinlar,
kanser hiicrelerinin karmasik-metastatik siireclere gegmeleri i¢in  genetik
mutasyonlarin tek bagina yeterli olmadigin1 gostermektedir (74). Kanser hiicrelerinin
cevresindeki heterojen hiicreler tiimordeki biiylimeyi, canliligi, invazyonu ve
metastazi uyararak hastalik progresyonunu arttirir. Kanser gelisiminin kademeli
olarak ilerleyisi sirasinda immiin infiltrasyon ve immiin baskilanma arasinda
dogrudan bir iliski oldugu ileri siiriilmektedir. immiin sistemin bu etkileri iki ucu
keskin bir bigaga benzetilebilir. Bir yandan tiimdriin taninmasi ve eliminasyonu
yoniinde islev goriirken diger yandan tliimoriin gelisimi i¢in uygun kronik inflamatuar
bir ¢evre olusturmaktadir (75). Erken safhalarda baslayan ve tiimor lehine olan
degisimlerde daha ¢ok immiin sistemin dogal bagisikliktan sorumlu elamanlart olan
myeloid hiicrelerin rol aldig1 gosterilmistir (76).

Timor cevresinde inflamasyon nedeniyle pek cok dogal bagisiklik sistemi
eleman1 bulunmaktadir. Bunlar; makrofajlar, nétrofiller, mast hiicreleri, MDSC'ler,
dendritik hiicreler ve dogal dldiiriicii (NK) hiicreleridir. Tiimoriin gelisiminden sonra
inflamatuar denge genellikle tiimdriin lehine yon degistirmektedir. Pek ¢ok modelde
Olctimler tiimdr belli bir biiyiikligiin tistiine ¢iktiktan sonra yapildigi i¢in tiimdriin ilk
gelisim  donemine ait veri azdir. Bilgimiz timOriin immiin  kontrol
mekanizmalarindan kagisindan sonraki déneme aittir (75). Ote yandan bir otokiitandz
fare pankreatik tiimor modelinde, Kras onkogenindeki transformasyonun baslamasi
ile birlikte myeloid hiicrelerin ortama gocii goriilmektedir. Bu myeloid hiicreler I1L-6
tireterek STAT3 {izerinden anti-apoptotik ve proliferatif genleri aktive ederek ve

tiimdriin promosyonu ile progresyonuna neden olmaktadir (77). Bu modele benzer
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bir dizi 6rnekte de goriilen, kanserin olusum asamalarinda myeloid hiicrelerin timor
yatagina giderek ilk inflamatuar yanitlar1 olusturdugu, bu inflamatuar c¢evrenin
kanserin daha da ilerlemesine katkida bulundugu goriisiinii desteklemektedir (78-80).

Bu boliimde myeloid hiicreler daha detayli bir sekilde incelenecektir.

2.4.1. Makrofajlar

Neredeyse biitiin tlimorlerin mikrogevresinde makrofajlar bulunmaktadir.
Ozellikle meme kanserlerinde, makrofajlar tiimor kitlesinin yarisindan fazlasini
olusturabilirler (81). Fare ve insan meme kanserlerinde en az 3 ayr1 makrofaj
popiilasyonu tanimlanmistir. Bunlardan ilki tiimoriin invazif ucunda ve avaskiiler
alanlarda yer alirlar. Diger bir popiilasyon ilerlemis tiimdrlerin nekrotik alanlarinda
olen hiicrelerin sinirda bulunurlar. Ugiincii popiilasyon ise damarlarin abluminal
tarafinda yer alarak nedeni belirsiz bir sekilde ve yukar1 asag1 dolasirlar (82). Klinik
arastirmalarda meme kanserindeki makrofaj birikiminin kotli prognoza isaret ettigi
gosterilmistir (82). Ayrica tiimdr mikrogevresindeki makrofajlarin tiimor hiicrelerinin
invazyonunu ve metastazlart arttirdigi  gosterilmistir. Makrofajlar1  olmayan
hayvanlarda  tiimorler olduk¢a  biiyiimekte fakat benign  karakterlerini
kaybetmemektedirler ve bu durum tiimoérden salinan CSF-1'e bagimlidir (83,84). Son
olarak makrofajlar irettikleri VEGF-A araciligiyla tiimoriin invazif ucunda
anjiyogeneze de yol agmaktadirlar (82).

Tip 1 makrofajlar (M1), TNF-a, IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinler
iretirken, Tip 2 makrofajlar (M2) IL-4, IL10, IL13 iiretip, MHC smnif II molekiil
ekspresyonlarin1 azaltirlar (75). Tiimor gelisiminin erken safhalarinda Tipl
makrofajlar timoére infiltre olarak pro-inflamatuar sitokin ve kemokin salinimi ile
Thl, Th17 ve NK hiicrelerini ¢agirip tiimor aleyhine aktivasyonlarini uyarabilir (85).
Tiimdriin ilerleyen safhalarinda ve hipoksik tiimorlerde ise makrofajlar Th2
farklilasmasi ve ¢agirilmasina neden olan 2. tipe doniisiirler. Tip2 makrofajlara (M2)
benzeyen bu tiimdr iligkili makrofajlar (TAM), diizenleyici tipteki Treg gruplarinin
gelisimine, doku onarimi ve anjiyogenez gibi tlimoriin lehine olan etkilere neden
olmaktadirlar (86). Meme kanseri mikrogevresinde progresyona neden olan
baskalastirilmis makrofaj tiplerinin de bulundugu bilinmektedir (87). TAM igerigi
yiiksek olan tiimorlerin daha kotii prognoza sahip olduklari bildirilmistir (88).
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TAM'larin oOnciilleri olan monositler tiimorden saliman CCL2 araciligi ile kandan
dokuya gecerler. Burada TAM'larin tiim6r mikrogevresindeki birikimlerinden
sorumludurlar (88). Bu nedenle timoér mikrogevresinde tiimor iliskili makrofajlara
(TAM) farklilasan monositler CCL2 reseptdrii olan CCR2 eksprese eden inflamatuar
veya klasik monositlerdir. Ancak son zamanlarda kanda bulunan ve CCR2 eksprese
etmeyen bir monosit alt grubunun da insan ve fare tliimdrlerine go¢ edebildigi
saptanmistir (89). Angiopoietin reseptorii Tie2 eksprese eden bu monositler (TEM)
CCR2 eksprese etmeyen klasik dis1 monositler igerisinde yer alirlar. TEM’lerin bir
makrofaja baskalasmadan hipoksik tiimor hiicrelerinden ve tiimér damarlarindan
sentezlenen angiopoietin 2 sayesinde tiimorde biriktikleri gosterilmistir (90).

TEM'lerin tiimor damarlanmasina katkida bulunduklar1 diistiniilmektedir (88).

2.4.2. Notrofiller

Timor ¢evresinde tespit edilen bir bagska myeloid hiicre grubu olan nétrofiller
de farklilasma durumlar1 ve TGF- varligmna gore tiimoriin destekleyicisi veya
tiimore karst olabilirler. Tiimore karst oynadiklar farkli roller nedeni ile notrofiller
de makrofajlara benzer sekilde N1 ve N2 fenotipleri ile siniflandirilmislardir. N2 ya
da tlimor iligkili nétrofil (TAN) olarak adlandirilan fenotipe geciste TGF-f'nin rolii
biiyiiktiir (91). TGF-B'nin ayrica nétrofillerin tiimore infiltrasyonlarina ve timor
sitotoksisitesine engel oldugu diisiiniilmektedir (91). N2 tipindeki notrofillerin meme
kanseri kaynakli GM-CSF uyarimi ile IL-6 benzeri bir sitokin olan oncostatin M
urettikleri, bu sitokinin de meme kanseri hiicrelerinden VEGF salinimni arttirarak
anjiyogenez ve invazifligi arttirdig1 gosterilmistir (92). Ek olarak tiimor ¢evresindeki
notrofiller salgiladiklart matriks metalloproteinazlar (MMP) ile hiicre dis1 matriks
bilesenlerini pargalayarak tiimdriin invazyonunu kolaylastirirlar (93). Tiimdre gegis
yapan graniilositik MDSC'lerin matiire olarak TAN'lara doniistiigiine dair veriler
olmasma ragmen G-MDSC'ler ile TAN'larin gen ekspresyon profillerinin farkl

oldugu da gdosterilmistir (94,95).
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2.4.3. Dendritik Hiicreler

Adaptif immiin cevaplarin diizenleyicisi ve baslica profesyonel antijen
sunucu hiicreler (ASH) olan dendritik hiicreler de kanserde Onemli degisimler
gostermektedirler. Bu hiicrelerin aktivasyonu ve matiirasyonu, antijeni alip lenfoid
dokulara tasimalari sirasinda gergeklesmektedir ve hiicresel immiin yanitlarin
temelini olusturmaktadir. Tiimoérden salinan VEGF gibi faktorler kemik iliginden ¢ok
sayida immatlir dendritik hiicrenin ¢ikisina ve bu hiicrelerin immatiir durumda
kalmalarma yol agmaktadir (96). Meme kanseri hastalarinda yapilan kesitsel (bir
zaman araligini iceren) ¢alismalarda bu hiicrelerin antijen sunum ve aktivasyon
fonksiyonunu yitirdigi ayrica tiimOr mikrogevresinde immiin baskilayict sitokin
saliniminin arttig1 bildirilmistir (97).

Ozet olarak tiimdrden salman cesitli faktdrler ve inflamasyon, myeloid
kokenli hiicre gruplarinin tiimor mikrogevresine toplanmasimna ve burada doku
yenilenmesi ve immiin toleransi destekleyen fenotiplere donlismesine yol
acmaktadir. Timor mikrogevresindeki myeloid hiicreler baslica  timor
anjiyogenezine ve metastazina katkida bulunmaktadirlar. Ayrica tiimérden salinan
VEGF ve c¢esitli bliylime hormonlar1 kemik iliginde iiretilen myeloid hiicre
miktarlarini arttirarak onlar1 matiirasyonlarini engellemektedir. Bu hiicrelerin basinda
ise noétrofil, monosit ve dendritik hiicrelerin Onciilleri olan ve tam olgunluga

ulasamamig MDSC'ler gelmektedir (98).

2.5. Myeloid Kokenli Baskilayici Hiicreler (MDSC'ler)

Seksenli yillarin sonlarinda kronik graft versus host disease (GVHD) ve
tiimorli farelerde kemik iligi ve dalakta artan sayilarda graniillii hiicrelere rastlanmis
ve farkli lenfoid cevaplar1 baskiladiklari i¢in bu hiicreler dogal baskilayici hiicreler
(NS) olarak tanimlanmiglardir (99,100). Doksanli yillarda dogal baskilayici
hiicrelerin baskilama fonksiyonlarini nitrik oksit (NO-) ve TGF-B araciligi ile
yaptiklar1 ve gelisimlerinde tiimdrden salgilanan Graniilosit-Makrofaj koloni stimiile
edici hormonun (GM-CSF) rol oynadigi tespit edilmistir (101-103). Fare meme
kanseri modelleri ile yapilan c¢alismalarda tiimor gelisimine paralel olarak, ug
farklilasmasini tamamlamamis myeloid kokenli hiicre gruplarinda biiyiik bir artis

tespit edilmistir. Ayrica, kanser hastalarindaki dendritik hiicrelerin sayilar1 ve antijen
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sunma yeteneklerindeki azalmanin kanlarindaki immatiir myeloid hiicre-(ImC)
birikimi ile iligkili oldugu gosterilmis ve ATRA uygulamasi ile matiirasyonun
saglandig1 ve baskilamanin sonlandigi gdosterilmistir (104,105). Doksanli yillarin
sonlarina dogru timorlii farelerin dalaklarindaki CD11b+ Gr-1+ monositlerin kontak
bagimli T hiicre baskilamasindan sorumlu oldugu tespit edilmistir (106). ImC'ler
¢Oziinlir proteinleri alip isleyerek T hiicrelere sunma kabiliyetindedirler ve kontak
bagimli antijen 6zgiil anerjiye bu sekilde neden olmaktadirlar (95). Immatiir myeloid
hiicreler MHC smif II barindirmadiklarindan bu yolla sunulan antijenlere kars1 olan
cevaplar1 baskilamadiklar1 ama MHC smif I ile sunulan antijenlere kars1 giiglii bir
baskilamaya yol actiklar1 gosterilmistir (107). Ek olarak bu immatiir hiicreler timor
bolgelerine goc ederek ¢ok daha fazla baskilayici tiimor iliskili makrofajlara (TAM)
da doniismektedirler ve bu doniisiimden baslica HIF-1a sorumludur (108,109).

Bilim adamlarinin ilgisi nedeniyle baskilayict myeloid hiicrelerle ilgili yaym
sayis1 artinca 2007 yilinda 6nde gelen aragtirmacilarin ortaklasa aldigi bir kararla
isim karmasasina son verilerek bu hiicreler myeloid kaynakli baskilayict hiicreler
'Myeloid-Derived Suppressor Cells' (MDSC) olarak adlandirilmiglardir (110).
Bakteriyel ve parazitik enfeksiyonlar ile akut ve kronik inflamasyon ve travmatik
streste de sayilar1 artan MDSC'ler kanserde baslica periferik kan, lenf nodlar1 ve
dalakta bulunmaktadirlar (110-112). MDSC'ler myeloid hiicrelerin tam olarak
tanimlanmis bir alt grubu olmaktan =ziyade matiir hiicrelere farklilagmalar
engellenmig aktive immatiir hiicrelerin olusturdugu heterojen bir topluluktur. Pek ¢ok
tiimor modelinde ve insan kanserlerinde MDSC popiilasyonunda artis gozlenirken
MDSC’lerin ortadan kaldirilmasi hastalik ilerlemesinde dramatik bir iyilesme ve
bazen direk anti-tiimor etki ile sonuglanmaktadir. MDSC’ler aym1 zamanda
anjiyogenez, timor hiicresi invazyonu ve metastazlardaki artiglara da katkida

bulunurlar (113).

2.5.1. MDSC'lerin Gelisimleri ve Aktivasyonlari

Siklooksijenaz 2 (COX2), prostaglandinler, kok hiicre faktori (SCF),
Makrofaj koloni stimiile edici faktdér (M-CSF), interlokin-6 (IL-6), GM-CSF, ve
vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF) MDSC gelisimine neden olmaktadirlar.

Bu faktorlerin pek ¢cogunun ortak noktasi ise Janus Kinaz (JAK) protein ailesi ile
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sinyal iletici ve transkripsiyon aktive edici 3-(STAT3) yolagmi kullanmalaridir.
Boylelikle sagkalim ve proliferasyon artarken, farklilasma ve apoptoz azalmaktadir
(114). Hematopoietik progenitorler, tiimor hiicre kiiltiirlerinden elde edilen
slipernatanlarla kiiltiire edildiklerinde, JAK2 ve STAT3 aktivasyonu sonucunda
MDSC gelisimi gozlenmistir (115). Aynm1 zamanda STAT3 segici inhibitorleri
kullanilan ya da sartlh STAT3 knockout tiimérlii farelerde MDSC gelisimi 6nemli
Olciide azalmis ve T hiicre cevaplart artmistir (116).

MDSC'lerin baskilama yapabilmeleri i¢in aktive olmalar1 gerekmektedir (114). Buna
timor hiicre oliimii ve aktive olan T hiicrelerden salinan IFN-y, TLR ligandlari,
interlokin-4 (IL-4), interlokin-13 (IL-13) ve TGF-B gibi molekiiller neden
olmaktadir. Burada sinyal iletici ve transkripsiyon aktive edici-1 (STAT1) ve sinyal
iletici ve transkripsiyon aktive edici-6 (STAT6) yolaklar1 bagrol iistlenmektedirler
(114). Timor kaynakli TGF-f da MDSC birikimi ve nétrofil polarizasyonunu
diizenler (72). MDSC'lerde sitokin ve biliyiime hormonlar1 araciligi ile aktive olan

yolaklar sekil 2.1.’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.1. MDSC'lerin aktivasyon yolaklari.
STATI1 yolagi, IL-1B ve IFN-y uyarimi ile STAT3 yolag, , IL-1p, IL-6, IL-10, IL-
11, G-CSF, GM-CSF, VEGF ve HSP70 uyarimi ile STATS yolagi, GM-CSF uyarimi



18

ile; STAT6 yolagi, IL-4 ve IL-13 uyarimu ile aktive olmaktadir. STAT1 aktivasyonu
sonrasinda ekspresyonlar1 artan iNOS ve ARGI, nitrik oksit iiretimi ve L-arjinin
tilketimine; STAT3 yolaginin aktivasyonu sonrasinda ekspresyonlar1 artan S100A8,
S100A9, NOX2, BCL-XL, cyclin DI, survivin, MYC, C/EBP B, PKC B I,
proliferasyon ve ROS iiretimine; STATS yolaginin aktivasyonu sonrasinda
ekspresyonlar1 artan BCL-XL, cyclins, survivin, MYC proliferasyona; STAT6
yolaginin aktivasyonu sonrasinda ekspresyonlari artan NOX2 ve ARGI1, ROS
tiretimi ve L-arjinin tiiketimine yol acar. ARG1, arjinaz 1; BCL-XL, B hiicre lenfoma
XL; C/EBPB, CCAAT/enhensir-baglanma protein-f; G-CSF, granulosit koloni-
stimiile edici faktor; HSP70, 1s1 soku proteini 70; iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz; NOX2, NADPH oksidaz 2;

2.5.2. MDSC'lerin Fonksiyonel Ozellikleri

MDSC'lerin en karakteristik 6zellikleri kanserde T hiicre toleransina neden
olmalaridir. Bu islemde MDSC tarafindan {iretilen ROS ve NO ve peroksinitrit en
onemli rolii oynamaktadir ve antijen 6zgiil toleranstan sorumludur. Sitokin iiretimi ve
diger metabolik oOzellikler ile MDSC'ler antijen bagimsiz baskilamaya yol

acmaktadirlar. MDSC'ler iki 6zel mekanizma ile baskilama yaparlar. Bunlar;

Antijene Ozgiin Baskilama

Immatiir myeloid hiicrelerin ¢ok miktarlarda hidrojen peroksit (H,O,)
tiretikleri bildirilmistir. Hidrojen peroksitin T hiicre cevaplarim1 baskilamada rol
aldig1 bildirilmistir. Dahas1 H,O, Ca’ bagimli bir mekanizma ile MDSC'lerin in vitro
kosullarda daha uzun immatiir halde kalmasina yol agmakta ve GM-CSF aracili
proliferasyonlarina katki saglamaktadir (117,118). MDSC'lerin reaktif oksijen tiirevi
(ROS) tiretimi STATS3 transkripsiyon faktori ile kontrol edilen Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oksidaz (NOX2) aktivitesine bagimhdir ve T
hiicrelerine antijen sunumu ile dnemli artis gdstermektedir (118,119). Ote yandan
ROS iiretimi CD11b, CD18 ve CD29 gibi integrinlerin baglanmasi, TGF-§, IL-6, IL-
10, Platellet kaynakli biiylime faktorii (PDGF) ve GM-CSF gibi timdr kaynakli
faktorler ile de artmaktadir (118,120).
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MDSC'lerin yiiksek miktarlarda nitrik oksit iirettikleri ilk tanimlandiklar
zamanlardan bu yana bilinmektedir. MDSC’lerin nitrik oksit {iretimindeki artig
baslica indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivitesine bagimlidir ancak
endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) ve diger tiirevleri de bu firetime katkida
bulunurlar (121). Ancak bu bilesiklerin T hiicre toleransina olan etki mekanizmalari
cok daha sonradan tespit edilebilmistir. Buna gore, H,O, ile NO™ etkilesiminden
viicutta sentezlenen oksidatif bir ajan olan peroksinitrit ONOO™ (PNT) olusmaktadir.
NO' iiretimi bazal seviyelere ¢ekilmis olan iNOS knockout MDSC'ler PNT sentezi ve
baskilama kapasitelerini korurken, H,O, iiretimleri olmayan NOX2 knockout
MDSC'lerde PNT sentezi ve baskilama ortadan kalkmaktadir. Ozgiil bir peroksinitrit
notralizan1 olan {iirik asit ortama eklendiginde ise biitin MDSC'ler baskilama
yeteneklerini yitirmislerdir. Buradan PNT tiretiminde en kritik faktdriin MDSC’lerde
artan ROS {iretimi oldugu ve baskilamada da peroksinitritin basrol oynadigi
sonucuna vartlmistir (121).

MDSC’ler tarafindan iiretilen oksidatif ajanlarin temel etki mekanizmasi T
hiicre reseptdor (TCR) kompleksinin biitiinliigiiniin bozulmas: {izerinedir. Bu
baglamda yapilan ilk ¢alismalarda PNT’nin TCR zincirlerinindeki tirozin
bolgelerinin kararli nitrosilasyonu sonucu MHC ile baglanti kurmasina engel olarak
T hiicre toleransma yol agtig1 diisiiniilmiistiir (121). Ilerleyen arastirmalarda ise bu
etkinin nasil olup da antijen 0zgiil toleransa neden oldugu incelenmistir. Genetik
modifikasyonlar ile ayni hiicre iizerinde iki farkli antijene kars1 iki farkli TCR igeren
CD8+ T hiicreler gelistirilmis ve MDSC'ler ile kiiltiire alinmiglardir. Sonugta sadece
MDSCl'ler tarafindan sunulan peptide karsi tolerans gelismis, diger peptide karsi
cevapta bir degisiklik olmamistir. Ayrica, MDSC tarafindan sunulan peptide karsi
ozgiil olan TCR’larda 6nemli diizeylerde nitrosilasyon goriiliirken 6zgiil olmayan
peptidlerdeki nitrosilasyon ¢ok diisiik seviyelerde saptanmistir. Bu ayni zamanda
MDSC’lerin baskilayicilik i¢in neden hiicre temasina ihtiya¢ duyduklarimi da
aciklamaktadir. Bdylece MDSC'lerin T hiicrelere antijen sunarken Major
histokompatibilite kompleksi (MHC)-TCR sinaps1 bolgesinde TCR molekiillerinin
nitrosilasyonu ile antijen 6zgiil anerjiye neden olduklar1 gosterilmistir. Bu durum
yeni bir TCR molekiiliiniin sentezlenerek eskisinin yerini almasina kadar yaklasik 3

giin boyunca etkili bir T hiicre cevapsizligina neden olur ve ek olarak nitrosilasyona
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ugrayan TCR molekiilleri CD3 ve CDS ile de fiziksel etkilesim kurma kabiliyetlerini
yitirmislerdir. (122).

MDSC'lerin genellikle MHC simuf II molekiillerini eksprese etmedikleri ve bu
nedenle sadece CD8" T hiicreleri baskiladiklar1 bildirilse de bazi fare ¢alismalari
buna istisna teskil etmektedir (123,124). Bu ¢alismalarda, MHC II" MDSC'lerin
CD4" T hiicrelerine antijen sunduktan sonra MHC II dimerizasyonu ile E-twenty six-
1 (Ets-1) ekspresyonlarmi arttirdiklar1 tespit edilmistir. MDSC’lerde artan Ets-1,
siklooksijenaz2 (Cox2) ekspresyonu iizerinden prostaglandin E2 (PGE2) {iretimine
yol acar. Bu da MDSC'lere antijene 6zgiil olmayan baskilayicilik 6zelligi kazandirir.
Devam eden kiiltiirlerde bu MDSC'lerin antijen yoklugunda dahi CD4 ve CDS
yanitlarin1 baskilayabildikleri gosterilmistir (123). Burada MHC II ekspresyonu olan
MDSC'lerin ilk olarak CD4" T hiicreleri ile antijen bagimli bir kontak kurduklar1 ve
CD4" T hiicre cevaplarini baskiladiklar1 diisiiniilmektedir (123). Baska bir grubun
4T1 fare meme kanseri modeli ¢alismasinda da MDSC'lerin antijen bagimli olarak

CDA4 T hiicre proliferasyonunu baskilayabildikleri gosterilmistir (124).

Antijene Ozgiin Olmayan Baskilama

MDSC’ler antjenden bagimsiz baskilama fonksiyonlarini  oOncelikle
prostaglandin E2 (PGE,) sentezleyerek gerceklestirirler. PGE,, T hiicre
proliferasyonunu dogrudan baskilar. T hiicrelerin IL-2 sentezini ve cevabini
engelleyerek diger dogal immiinite elamanlarim1 da IL-10 molekiil sentezleyecek
sekilde yonlendirirler (125). Ek olarak MDSC'ler membran baghi TGF-f'lar1 ile NK
hiicrelerinin ~ sitotoksisitesini, NKG2D ekspresyonunu ve IFN-y iiretimlerini
baskilamaktadirlar(126). MDSC'lerin antijene 6zgiil olmayan baskilamalarinda bir
diger ozelligi de immiin yanitlar1 kontrol altina alma &zelligindeki diizenleyici T
hiicrelerin (Treg) gelisimine neden olmalaridir. MDSC'ler tarafindan Treg
hiicrelerinin gelisiminin uyarilmasi halen tartismali bir konudur. Ancak, Treg
gelisimlerinin tiimore 6zgiil T hiicrelerin aktivasyonuna gereksinim duydugu ve IFN-
v, IL-10 ve TGF-B araciligtyla oldugu diisiiniilmektedir (127). Diger yandan bir grup
arastirmaci Treg hiicrelerinin tiimor gelisimi boyunca MDSC'lerden bagimsiz olarak
fazla sayida artmis oldugunu goéstermistir. Bir sican allograft tolerans modelinde de

MDSC'lerin Treg gelisimine etkisinin olduk¢a sinirli oldugu belirtilmistir (73,128).
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MDSC’lerin antijenden bagimsiz baskilayiciligt PGE, sentezi yaninda
genellikle ortamdaki besin maddelerinin tiiketilmesi iizerinden isler. MDSC'ler
yiiksek Arjinaz 1 aktivitesine sahiptirler ve bu sayede asir1 L-arjinin katabolizmasina
yol acarak ortamda bu amino asitin tiiketilmesine neden olurlar. Ayrica L-arjinin
iNOS tarafindan da katabolize edilmektedir (129). L-arjinin eksikligi, CD3{ zinciri
ekspresyonunu diisiiriip hiicre dongiisii diizenleyicisi siklin D3 ve siklin bagimh
kinaz 4 (CDK4) seviyelerinin artisina engel olarak T hiicre proliferasyonunu
baskilamaktadir. Ayrica iNOS ekspresyonlar1 yiiksek olan MDSC'ler bu enzimin
tiriinii olan nitrik oksit araciligiyla JAK3 ve STATS tirozin fosforilasyonunu
azaltarak fonksiyonlarinin baskilanmasina yol agmaktadir (114,130,131). Bu islemde
nitrik oksitin JAK'lar1 defosforile eden SHP2'yi aktive etmesi ve STAT1 in DNA'ya
baglanmas1 engellemesi gibi fonksiyonlar1 rol alabilir. Ayrica bir nitrik oksit duyarl
transkripsiyon faktorii olan AP-1'in smif II promotoru X2 kutusu dizisine
baglanmasini1 engelleyerek ya da NF-Y heterotrimerinin sinif II promotorundaki Y
kutusuna baglanmasin1 engelleyerek MHC II ekspresyonunu azaltmaktadir (131).

Ostrand-Rosenberg ve arkadasglarinin yaptigi bir caligmada, saglikli fare
Gr1'CDI1b" hiicreleri, tiimorli hayvandan izole edilenler kadar baskilayict
bulunmustur. Ayrica bu baskilama yalmz CD8" T hiicreleri degil, CD4" T hiicreleri
de kapsamaktadir ve arjinaz blokaj1 ile ortadan kalkmaktadir (132). Devam eden
calismalarinda bu baskilamanin nedeni olarak MDSC'lerin ortamdaki sistin
aminoasidini tiilketmesi bir mekanizma olarak gosterilmistir (133). Pek ¢ok memeli
hiicresi sistatiyonaz enzimi araciligi ile methionin aminoasitinden sistein {iretebilir ya
da ortamdaki sistini X, tastyicilari ile alip hiicre i¢indeki indirgeyici ortamin etkisiyle
sisteine cevirebilirler. Ancak naiv T hiicreler ne bu enzimi ne de x. tastyicilarinm
barindirmadiklarindan sadece alanin-serin-sistein (ASC) tasiyicilart ile ortamdaki
sisteini alabilirler. Bu nedenle T hiicrelerin proliferasyonlar1 i¢in ortamdaki sistini
alip, sisteine c¢evirip, kendi ASC tasiyicilart ile tekrar disar1 veren antijen sunan
hiicrelere (ASH) ihtiyac1 vardir. Bu durum ASH'lerin T hiicre yanitlarin1 kontrol
altinda tuttuklart bir mekanizma olarak gosterilmistir (134). MDSC'ler ise X
tagiyicilart ile ortamdaki sistini alabilirler fakat ASC tasiyicisi barindirmadiklari igin
hiicre icinde olusan sisteini T hiicrelerin kullanimi i¢in digariya veremezler ve

boylece ortamdaki sistini tiiketerek T hiicre proliferasyonunu engellerler (133).
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Yetmisli yillardan beridir lenfosit kiiltiirlerinde kullanilan f-mercaptoethanol (2-ME)
kiiltiire eklenen serumda bulunan sistini, T hiicrelerin alimi igin sisteine
cevirmektedir (133). Son yillarda, insan T hiicrelerinin aktivasyon sonrasinda
zamanla X, tastyicilarini sentezledikleri ve proliferasyon esnasinda kendilerine
yetecek sistini alabildikleri gdsterilmistir (135). Ancak insan T hiicreleri i¢in bile
sistein yogunlugu hiz sinirlayict faktordiir ve CD3/CD28 uyarimi ile 72 saatlik
proliferasyon diizeyleri, ortamdaki 2-ME yogunluguna son derece bagimlidir (135).
Sonu¢ olarak MDSC'lerin genellikle antijen 06zgilil baskilama olusturduklar
soylenebilir. Ileri evre kanser hastalarinda yiiksek doz kemoterapi sonrasi veya
terminal evre disinda sistemik bir immiinyetmezlik goriilmemesi bu goriisi
desteklemektedir (114).

MDSC'lerin bulunduklar1 yer de baskilama sekillerine etki etmektedir.
Ornegin dalaktaki MDSC'ler yiiksek seviyelerde ROS igerirken makul diizeylerde
NO ve ARGI sentezlemektedirler ve boylece iiretebildikleri PNT ile kontak bagimli
sekilde aktive T hiicreleri baskilarlar. Tiimorde bulunan MDSC'ler ise daha yiiksek
NO ve ARGI ekspresyonlarina sahiptirler ve ROS seviyeleri diisliktlir boylece hem
ortamdaki antijen 0zgiill T hiicreleri baskilarlar hem de non-0zgiil baskilama
yapabilirler (136). MDSC'lerin baskilamada kullandiklar1 mekanizmalar Sekil

2.2.'de 0zetlenmistir.



23

IL-101
TGF-B1
L-arjinin, Sistein 1

T-re
m :

hashilama

MDSC T hiicre

Ozgul
hashilama

TCR hasari

H,0, T
NO T
ONOO 1

Sekil 2.2. MDSC'lerin baskilama mekanizmalari.
MDSC'lerin T hiicre proliferasyonu ve aktivasyonunu baskilamada kullandiklart iki
farkli mekanizma gosterilmistir. Antijen 6zgiil baskilamada, hidrojen peroksit ve
nitrik oksit ile her ikisinin varhiginda ortaya c¢ikan peroksinitritin TCR yapisinda
olusturdugu oksidatif hasar rol oynar. Antijen 6zgiil olmayan baskilamada ise IL-10
ve TGF-p aracili Treg fenotiplerine doniisiim ve a.a tiikketimi ile metabolik yetersizlik

rol oynar.

2.5.3. MDSC'lerin Diger Myeloid Kokenli Hiicrelerle iliskileri

Polimorfoniikleer MDSC'leri nétrofillerden ayiran 6zelliklerin - basinda
notrofillerin baskilayici olmayist gelmektedir. Ek olarak PMN-MDSC'ler yiiksek
diizeylerde CD115 ve CD244 eksprese ederlerken nétrofillerden daha diisiik CXCR1
ve CXCR2 seviyelerine sahiptirler. Son olarak da PMN- MDSC'lerin nétrofillerden
daha diisiik fagositoz yetenegine sahip olduklari, daha yiiksek ARG1 ve MPO ile
ROS aktivitesine sahip olduklar1 soylenebilir (72).

Benzer bir sekilde monositik MDSC'ler de inflamatuar monositler ile benzer
fenotip ve morfolojide olmalarina karsin yiliksek derecede baskilayicilardir ve artmis

INOS ve ARGI ekspresyonlart mevcuttur(72). MDSC'ler dendritik hiicre, makrofaj
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ve graniilositlerin dogrudan onciillerini barindirmaktadir. Oyle ki 24 saatlik in vitro
kiltiir sonrasinda PMN-MDSC'ler fenotipik ve fonksiyonel olarak nétrofil karakteri
kazanirlar ve tiimor kaynakli faktorler olmadan yapilan kiiltiirlerde ya da tiimorsiiz
hayvanlara aktarildiklarinda matiir DC ve makrofajlara donisiirler (72,137).
MDSC'ler makrofajlar1 IL-10 ve hiicre temast bagimli bir sekilde M2 fenotipine
dontstiiriirler (138). Benzer bir sekilde IL-10 araciligiyla dendritik hiicrelerin de
TLR uyarisia kars1 IL-12 iiretimlerini azaltarak DC aracili T hiicre aktivasyonunu

engellerler.(139).

2.5.4. MDSC'lerin Belirlenmesi

MDSC'ler myeloid hiicrelerin tam olarak tanimlanmig bir alt grubu olmaktan
ziyade matilir hiicrelere farklilasmalar1 engellenmis aktive immatiir hiicrelerin
olusturdugu heterojen bir topluluktur. MDSC'ler, monositler makrofajlar ve dendritik
hiicreler tarafindan 6zgiil olarak ifade edilen belirtegleri tasimazlar ve graniilosit ya
da monosit morfolojisindeki hiicrelerden olusurlar (114). Farelerde ilk olarak
myeloid seri farklilagma antijenleri Gr-1 ve CDI1b tasiyan hiicreler olarak
tanimlanmiglardir. (106) Normal fare kemik iliginin %20-%30'u bu hiicrelerden
olusurken saglikli fare dalaginda %2-4 oraninda bulunurlar ve lenf nodlarinda tespit
edilmemislerdir timorlii farelerde ise dalakta ve kanda %50’lerin iizerine ¢ikan
birikimleri bildirilmistir (114). Insanlarda ise genel olarak CD14CDI1b" veya
CD33" Lin HLA-DR' hiicreler olarak tanimlanirlar (114).

Son yillarda farelerde yapilan caligmalarda CD11b pozitif myeloid hiicre
serisinde, Gr-1 antijeninin iki farkli epitopunu taniyan antikorlar olan Ly6G ve Ly6C
baglanmalarina gére MDSC'lerin morfolojik heterojenitesi daha detayli belirlenmistir
(140). Buna gére MDSC'ler CD11b"LY6G LY6C™" graniilositik ve CD11b"LY6G
LY6C™ monositik olmak iizere iki tipe ayrilmiglardir (140). Fareler {izerinde yapilan
MDSC ¢alismalarinda son olarak CD49d" bir alt grup tammlanmis ve baslica
monositik karakterdeki bu hiicrelerin antijen 6zgiil T hiicre proliferasyonunu NO
bagimli bir mekanizma ile baskiladigi gosterilmistir (141). On farkl fare tiimor
modelinde yapilan calismada her iki alt-tipte de sayisal artis gozlenmis olup
graniilositik hiicreler monositik olanlardan ¢ok daha fazla birikim gostermektedirler

(140). Graniilositik tipte olanlarin ana baskilayic1 mekanizmasinin ROS sentezi,
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monositik tipte olanlarin ise iNOS ve ¢esitli sitokin salinimlar1 oldugu gosterilmistir
(128). ROS aracili baskilamanin hiicre-hiicre kontagina gereksinim duydugundan
bahsedilmisti. Bu nedenle, graniilositik tipteki MDSC’lerin baskinlig1 pek ¢ok timor
modelinde goriilen antijene 6zgiil toleransin nedeni olabilir (142). Ancak ilging bir
sekilde her iki alt-tipin de esit seviyelerde antijene 0zgiil baskilamaya neden oldugu
gosterilmistir (128,140).  In vitro kosullarda dendritik hiicre ve makrofajlara
matiirasyon yetenegi ise yalnizca monositik grupla sinirlhidir (140).

Neredeyse tiim fare tiimorlerinde baslica birikim gosteren graniilositik
MDSC'ler olmasma ragmen bu hiicrelerin proliferasyon yetenekleri yoktur. Ote
yandan daha az birikim goriillen monositik MDSC'lerin yiiksek proliferasyon
yetenekleri vardir. Bu durum insan ve farelerde yapilan bir ¢alismayla acikliga
kavusturulmustur (143). Buna gore MHC II negatif monositik MDSC'ler
retinoblastoma geni bagimli bir sekilde in vitro ve in vivo kosullarda graniilositik
MDSC'lere doniismektedirler. Bu durum her iki alt-tipin baskilayiciliginin
karsilastirildig1 calismalarda tespit edilen benzerligi ve monositik hiicrelerin ayni
zamanda graniilositik hiicreleri de olusturduklarindan dolay1 neden hiicre basina daha
cok baskilayict oldugunu agiklamaktadir.

MDSC’lerin heterojenitesi fazla bir hiicre grubu olusu, oniimiizdeki yillarda

farkl1 baskilayici fenotiplere sahip alt-gruplarin belirleneceginin gostergesidir.

2.6. Sican Meme Kanseri Modelleri

Kimyasal olarak tetiklenen deneysel karsinojenez modelleri in vivo kanser
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Giiclii kanser olusturma 6zelligine sahip
oldugu bildirilen N-nitroz-N-metiliire (NMU)’nin periyodik olarak periton icerisine
injeksiyonu, disi  Sprague-Dawley sicanlarda yiiksek insidansla meme
adenokarsinomu olusumuna neden olur (144). Bu yontemle gelistirilmis timor
kitlelerinin gelisimi ve yayilimi zamana bagli olarak izlenebilmektedir. NMU ile
olusturulmus sican meme adenokarsinoma modelinin, insan meme kanseri ile duktal
koken, heterojenite, histopatoloji, agresiflik ve metastaz kapasitesi, Ostrojen
bagimlilig1, total gen ekspresyon profili ve intra tiimoral lenfoid hiicre infiltrasyonu
profilleri acisindan benzerligi, farede olusturulan diger meme kanseri modellerine

gore daha fazladir (144-147). NMU uygulamas1 oldukga esnek olmasina karsin en
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hizli ve yiiksek karsinoma insidansina, 21 giinliik pubertedeki disi Sprague Dawley
siganlara haftalik NMU enjeksiyonlari ile ulasilmistir (148,149). Ote yandan, dissoy
hayvanlarin heterojenitesi ve mevsimsel etkiler nedeniyle tiimor insidansinda gelisen
yiiksek varyasyon ve meme karsinomalarina eslik eden fibroadenoma, hiperkeratotik
papillomalar gibi diger malinitelerin varligt bu modelin dezavantajlarini
olusturmaktadir (149,150).

Ayni modeli kullanarak tamamladigimiz bir 6nceki ¢alismada tiimoére infiltre
olmus T hiicre popiilasyonunun biiyilkk c¢ogunlugunun diizenleyici fenotipte
(CD4" CD25" veya CD4" Foxp3*, CD8" Foxp3" ) oldugu, ayni sekilde lenf nodlari
ve dalaktaki T hiicre popiilasyonlarinin da artmis diizenleyici (CD4" CD25" Treg)
fenotipte T hiicre alt tiplerini igerdigi gdsterilmistir (151).

Siganlarda N-nitroz-N-metiliire ile tetiklenen meme kanseri modelinde daha
once calisilmamis olmasina ragmen MDSC'lerin varolabilecegine dair bazi ipuglari
vardir. Ornegin meme tiimorii tastyicist siganlarm periferik kanlarinda anlamli bir
notrofil akiimiilasyonu tespit edilmistir (150). Ancak bu birikimin bir tolerans
mekanizmas1 degil de biiyiikk tiimdrlere karsi olusturulan bir inflamatuar immiin
cevaptan ileri geldigi yonilinde goriis bildirilmistir. Boliimiimiizde yapilan Onceki
calismada da, meme kanseri olan sicanlarin splenositlerinin proliferasyon
kapasitelerinin diistiigli ve bu hayvanlarin dalak ve neoplastik dokularinda TGF-
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (151). Son olarak NMU ile olusturulmus timor
hiicrelerinin yiiksek miktarlarda IL-10 sentezledigi bildirilmistir (145). Glioma
disindaki sigan kanser modellerinde MDSC’lerin varligi, fonksiyonel kapasiteleri,

immiin kompartmanlarda dagilimlar1 ve olasi alt gruplar1 daha once ¢alisiimamustir.

2.6.1. Sican MDSC'leri ve Myeloid Hiicreleri

Sican MDSC'leri iizerine yapilan galismalar son derece siirhidir. Ilk olarak
Fischer 344 siganlari ile yapilan bir T9 glioma modelinde MDSC'leri CD11b/c * ve
HIS48" hiicreler olarak tantmlanmislardir (152). 2002 yilinda yapilan bu calismadan
bu yana sigan MDSC belirteglerinde CD172a (SIRPa) ekspresyonu disinda higbir
degisiklik kaydedilememistir. Benzer calismalarda sican MDSC'lerinin TGF-$ ve
INOS ifade ettikleri gosterilmis olup glioma infiltre MDSC'lerin baskilayici

niteliklerinden nitrik oksitin sorumlu oldugu gosterilmistir (66,73,153). Bu
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calismalarda kullanilan CD11b/c antikoru integrin a'nin hem M hemde X tipinde
ortak bulunan bir epitopa 6zgiil olup HIS48 antikoru bir graniilosit belirteci olarak
kabul edilmistir. HIS48 antikorunun tanidigi epitop heniiz tanimlanmamis olup ticari
olarak 'sican graniilosit antikoru' olarak adlandirilmasina karsin monosit ve
makrofajlara da baglandigr bilinmektedir (154). Bu nedenle, onceki sican
caligmalarinda tanimlanan MDSC'lerin grantilositik tipte olup olmadig1 belirsizligini
korumaktadir.

Ik olarak 1995°de sigan monositleri CD43 ekspresyonlarina gére iki alt
grupta incelenmistir. CD43"¢" popiilasyonlar kiiciik boyutta olup diisiik FSC ce SSC
degerlerine sahipken CDA43 low popiilasyonlar daha graniillii gériiniimde ve biiyiik
hiicrelerdir (155). Aymi ¢alismada CD43 ¥ hiicrelerin bir diger graniilosit antikoru
olan RP-3 i¢in de pozitif olduklari gosterilmistir. CD43 ve CD16 ayn1 zamanda
sirastyla fare ve insan monosit alt-tiplerini ayirt etmekte kullanilmislardir (156).
Faredeki CD43 "&" ve insandaki CD16 "&" monositler, sigan CD43"¢" monositleri ile
benzer morfoloji gosterirler ve klasik dis1 monositler olarak isimlendirilirler. Sigan
ve farelerin CD43 ' monositleri ise CCR2 ve CCR7 pozitifligi gostererek inflame
dokuya go¢ etme kapasitesine sahiptirler. Bu nedenle klasik ya da inflamatuar
monositler olarak adlandirilmiglardir (156,157). Bugiine kadar ne CD43"in ne de
CD16'nin monositik MDSC'lerde ifadeleri incelenmemis olmasina karsin CCR2
ekspresyonu pek ¢ok tiimér modeli ve melanoma hastalarinin kanlarindaki
baskilayic1 monositik hiicrelerde bulunmaktadir bu da monositik MDSC’lerin

inflamatuar monositlere benzedigini diisiindiirmektedir (158).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada bahsi gecen tiim deneyler ve analizler aksi belirtilmedigi
hallerde Hacettepe Universitesi Temel Onkoloji Anabilim Dali biinyesindeki ana
arastirma laboratuar1 ile hiicre kiiltliri, akim sitometri ve girisimsel hayvan

laboratuarlarinda yapilmistir.

3.1. Hayvanlar

Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Bakim Unitesi'nden
ve KOBAY AS'den 21 giinliik 66 adet Sprague Dawley cinsi disi sican temin
edilmistir. Tim hayvanlarin bakimlari Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Bakim
Unitesindeki konvansiyonel laboratuar kosullarinda yapilmis olup simirsiz su ve
yiyecek saglanmistir. 38 hayvana deney grubunu olusturmalar1 icin NMU
enjeksiyonu yapilmis ve 4 hayvana antijen 0zgiil proliferasyon analizleri icin
Conalbumin enjeksiyonu yapilmistir. Ayrica 24 adet saglikli Sprague Dawley cinsi
disi sican temin edilmistir. Bu hayvanlar da kontrol grubunu olusturmak iizere es
zamanli olarak aynm1 bakim hizmetinden faydalanmiglardir. Kontrol grubunu
olusturan hayvanlara enjeksiyon yapilmamustir. Bu proje Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 2007 / 68-5 numarali karar1 ile deneylere
baglanmadan oOnce onaylanmigtir. Uygulanan tiim prosediirlerde Helsinki

deklarasyonunda belirlenen etik standartlara uygun hareket edilmistir.

3.2. Sican Kimyasal Meme Kanseri Modeli

N-nitroso-N-metil iire (NMU) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
cozeltisi pH=5 steril serum igerisinde %0.9, w/v olacak sekilde enjeksiyon giinii taze
olarak hazirlanmistir. Deney grubundaki 38 hayvana 4 hafta boyunca haftada bir kez
olmak iizere 50mg/kg dozunda NMU enjeksiyonlar1 intra-peritoneal yol ile
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1.). Hayvanlarin enjeksiyon esnasindaki agirliklari
kaydedilmistir (Tablo-3.1.). Ilk enjeksiyondan sakrifikasyon anina dek tiim
hayvanlarin fiziksel durumlar1 rutin olarak kontrol edilmistir. Hareketlilik ve
tepkilerinde anomali gosteren hayvanlar acilen sakrifiye edilerek deneye dahil
edilmislerdir. Tiim sakrifikasyonlar eter anestezisi altinda gercgeklestirilmis olup

kardiak delme islemleri esnasindaki anestezi derinligi ayr1 bir arastirmaci tarafindan
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izlenerek sabit tutulmustur. Tiimorli hayvanlarin sakrifikasyonu sonrasinda timor

sayilar ile tiimor ¢aplar ve lokasyonlar1 kayit altina alinmustir.

Sekil 3.1. Intraperitoneal Enjeksiyon
21 giinliik disi si¢anlara 50mg/kg dozunda %0.9 NMU c¢ozeltisi haftalik olarak

enjekte edilmistir. Ardisik haftalarda enjeksiyonlar sag ve sol bdlgelerden

uygulanmustir.

Tablo 3.1. Kullanilan hayvanlarin enjeksiyon tarihleri ve agirlik bilgileri.

Grup 1.enjeksiyon 2.enjeksiyon 3.enjeksiyon 4.enjeksiyon
ort.agirlik ort.agirlik ort.agirlik ort.agirlik
1.TUmor 25.08.2010 01.09.2010 08.09.2010 15.09.2010
grubu 36.9g 5 adet 43.1g 5ad 53.2g 5 ad 110.8g 5 ad
2. Timor 10.11.2010 17.11.2010 24.11.2010 01.12.2010
grubu 41.5g 4 adet 41.6g 4 ad 52.8g 4ad. 84.2g 4 ad
3. Timor 06.05.2011 13.05.2011 20.05.2011 30.05.2011
grubu 33.4g 3 adet 53.4¢g 3ad. 76.3g 3ad. 78.4¢g 3ad.
4. TUmor 07.06.2011 14.06.2011 22.06.2011 29.06.2011
grubu 31.2g 4 adet 31.4g 4ad. 54.6g 4ad. 72.7¢g 4ad.
5. Timor 06.09.2011 13.09.2011 20.09.2011 27.09.2011
grubu 32.9¢ 5 adet 40.7g Sad. 61.1g Sad. 86.8g Sad.
6. TUmor 03.01.2012 11.01.12 18.01.12 25.01.2012
grubu 40.5g 6 adet 36,8g 6adet 57,6g 6adet 86,2g 6adet
7. Timor 18.04.2012 25.04.2012 02.05.12 09.05.12
grubu 33,2g 2 adet 49,5g 2 adet 69,7g 2 adet 92,5g 2 adet
8. Timor 17.10.2012 23.10.2012 31.10.2012 07.11.2012
grubu 37,45g 4 adet | 40,5g 4 adet 60,85¢g 4adet 79,56g 4 adet
9. Timor 30.11.2012 07.12.2012 14.12.2012 21.12.2012
grubu 39¢g 5 adet 45,56g Sadet | 59,58g Sadet | 66,48g 5 adet

Toplam 38
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3.3. Conalbumin immiinizasyonlar

Conalbumin 6zgiil T hiicrelerin gelisimi i¢in 4 adet saglikli Sprague Dawley
disi sicana 1/1 oraninda CFA (Complete Freunds’ Adjuvant) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, ABD) ile siispasiyon yapilmis 100ug Conalbumin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, ABD) ayak tabanlarindan sub-kiiten6z yolla enjekte edilmistir.
Enjeksiyonlar 14 giin sonra tekrar edilmistir. Hayvanlar ilk conalbumin

enjeksiyonundan 30 giin sonra sakrifiye edilerek dokular1 izole edilmistir.

3.4. Dokularin izolasyonu

3.4.1. Comet Analizleri I¢in Periferik Kan izolasyonu

DNA hasart tespiti igin NMU enjeksiyonlarindan sonra deney grubundaki ve
enjeksiyon yapilmamis saglikli hayvanlardan 100'er pl kan alinmistir. Bu islem
esnasinda hayvanlar bir strainer igerisinde sabitlenmis ve kuyruklarma 1lik su
uygulanarak kuyruk venlerinin dilatasyonu saglanmistir. Heparin iceren insiilin
enjektorii yardimi ile kaudal venlerden kan izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Islem
sonrasinda kuyruk bolgesi alkol ile temizlenerek hayvanlarin bakimlarina devam

edilmistir.

3.4.2. ELISA Testleri i¢cin Periferik Kandan Serum Izolasyonu

Sakrifikasyonlar oncesinde ve eter anestezisi altinda anti-koagulan igermeyen
1,5 ml'lik tiiplere kuyruktan yaklagik 1ml kan alinmistir. 15-30 dakika koagiilasyon
i¢cin oda sicakliginda bekletilen kan 6rnegi 13.000 rpm'de 10 dk santrifiij edilmistir.
Sonrasinda serum ayri1 1,5 ml'lik tiiplere alinarak eliza testleri i¢in -80 C°'de

saklanmistir.

3.4.3. Flow Sitometri ve FACS icin Periferik Kan izolasyonu

Sakrifikasyonlar Oncesinde ve eter anestezisi altinda heparin ile yikanmig
enjektdr aracihi@l ile kardiak delme uygulanmustir. Izole edilen 5-6 ml kandan
eritrosit lizis ile hiicreler izole edilerek flow sitometri ve FACS islemlerinde

kullanilmustir.
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3.4.4. Dalak izolasyonu

Periton makas yardimiyla agilarak i¢ organlara ulagilmistir (Sekil 3.2.). Dalak
cikarilarak 6 kuyulu plaklar icerisindeki PBS + %10 FBS soliisyonuna alinmuistir.
Hiicre izolasyonlarina kadar dokularm su kaybimi onlemek amaciyla yaklasik 30

dakika bu soliisyonda bekletilmislerdir.

3.4.5. Kemik ligi izolasyonu

Her iki femur da bistiiri yardimiyla kaslardan ayrilarak eklem yerlerinden
cikarilmig, u¢ kisimlari makas ile kesilerek acilmistir (Sekil 3.2.). 10ml'lik bir
enjektor ile kemiklerin uclarindan igceren PBS + %10 FBS enjekte edilerek kemik
iliginin 6 kuyulu plaklarda toplanmasi saglanmistir.

Ayrica tiim i¢ organlar incelenerek metastaza sahip dokular ve abdominal

tiimorler kayit altina alinmistir.

Lenf Nodlari
R
Tuimorler
.
R
Kemik Iigi
— Dalak

Sekil 3.2. Sakrifikasyon sonrasi doku izolasyonlari.
Tlmorler kesildikten sonra sirasiyla; tiimor drene lenf nodlari, dalak ve her iki femur

cikarilir. Tiim i¢ organlar metastazlar i¢in incelenmistir.
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3.4.5. Tiimérlerin izolasyonu

Nekropside abdominalden baslayarak tiim ventral bdlgenin derisi makas ve
bistiiri yardimi ile acilarak igneler ile sabitlenmistir (Sekil 3.2.). Bu sekilde tiimorlere
erisim saglanmustir. Tiimorler bistiiri yardimiyla etrafindaki bag dokusundan ayrilmis

ve igerisinde PBS + %10 FBS bulunan 6 kuyulu plaklara alinmustir.

3.4.6. Lenf Nodlarmin izolasyonu

Ulasilabilir durumda olan tiimor drene lenf nodlar1 ve conalbumin immiinize
hayvanlarin popliteal lenf nodlar1 da ¢ikarilarak icerisinde PBS + %10 FBS bulunan
6 kuyulu plaklara alinmistir.

3.5. Hiicrelerin Izolasyonu

3.5.1. Periferik Kandan Hiicre izolasyonlari

Kan oOrnegi enjektorlerden 15ml'lik falkon tiiplere alinarak 5ml 6rnegin
tizerine 10ml Amonyum-kloriir-potasyum (ACK) tamponu eklenip karistirilarak 10-
15 dakika karanlik bir ortamda oda sicakliginda bekletilmistir. ACK tamponunun
igerigi tablo 3.2. de belirtilmistir. Stire sonunda 5 dk 200 g giiciinde santrifiij edilmis
ve siipernatan uzaklastirilarak 10ml PBS ile siispanse edilmistir. Beklenilmeden 400
g gliciinde 5 dk santriflij edilerek siipernatan uzaklastirilmis ve hiicre peleti tam
besiyeri ya da PBS + %10 FBS ile siispanse edilmistir. Ozellikle baz1 tiimérlii

tekrar edilmesi gerekmistir.

Tablo 3.2. ACK lizis tamponu bilesenleri.

_ 1 litre H,O igerisinde 1 litre i¢in
Bilesenler o
son konsantrasyon gerekli miktar
NH4Cl 0.15M 8,29¢
KHCO; 0.01M lg
Na, EDTA 0.1lmM 37.2mg
pH: 7.2/7.4




33

3.5.2. Dalaktan Hiicre izolasyonlar

Plaklara alinan dalak 20ml PBS + %10 FBS igerisinde steril bir enjektoriin
pistonu yardimi ile 70um’lik filtrede ezilerek homojenize edilmis ve diger bir
70um’lik filtreden gegirilerek siiziilmiistiir. Dalak hiicre siispansiyonu 50 ml'lik
tiplere alinlp ACK lizis tamponu ile 1/1 oranlarinda karistirtlmistir. 10-15 dk
karanlikta ve oda sicakliginda bekletilen hiicreler 5 dk 200 g giiciinde santrifiij
edilmis ve silipernatan uzaklastirilarak 10ml PBS ile siispanse edilmistir.
Beklenilmeden 400 g giiciinde 5 dk santrifiij edilerek siipernatan uzaklastirilmis ve
hiicre peleti tam besiyeri ya da PBS + %10 FBS ile siispanse edilmistir. Dalakta

bulunan eritrositlerin lizisi i¢in bu islemin bir kez uygulanmasi yeterlidir.

3.5.3. Kemik iliginden Hiicre izolasyonlar

Plaklara alman kemik iligi hiicre siispansiyonu PBS + %10 FBS icerisinde
steril bir enjektoriin pistonu yardimi 70um’lik filtrede ezilerek ile homojenize
edilmis ve yeni bir 70um’lik filtreden gegcirilerek siiziilmiistiir. Kemik iligi hiicre

edilmistir.

3.5.4. Tiimérden Hiicre izolasyonlari

Tiimoérden myeloid hiicrelerin izolasyonu i¢in ilk dnce havan ve metal elek
yardimi ile fiziksel par¢alama ve olusan homojenatin percoll veya ficoll gradienti ile
ayrimlanmasi sinanmistir. Ancak bu yol ile myeloid hiicrelerin zenginlestirilmesi
gerceklestirilememistir. Timoriin bir enjektor pistonu araciligryla 70um'lik filtreden
gecirilmesi ile elde edilen homojenatlar da myeloid hiicre ac¢isindan fakir
kalmislardir. Enzimatik yontemler araciligi ile uygulanan pargalama da basarisiz
olmustur. Izolasyon sonrasinda epitel hiicrelerinin baskin oranlarda bulunmasi ile
myeloid hiicrelerden morfolojik olarak ayrimlanamiyor olmalar1 analizleri
zorlagtirmakta, cok yiliksek arka plan i1simalarina sahip olmalar1 da antikor
isaretlemeleri ile ayrimlamay1 olanaksiz kilmaktadir. Bu nedenle tiimor dokusundaki
myeloid hiicrelerin akim sitometrik olarak incelenmesi iptal edilmistir. Bu doku i¢in

immiinohistokimya daha uygun bir yontem olabilir.
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3.5.5. Lenf Diigiimlerinden Hiicre izolasyonlar

Plaklara alinan lenf nodlar steril bir enjektoriin pistonu ile 70um’lik filtreden
ezilerek geg¢irilmistir. Kontrol hayvan lenf nodu hiicreleri ile yapilan akim sitometri
analizlerinde yiiksek miktarlarda lenfosit popiilasyonu gézlemlenmesine ragmen bu
dokularda yeterli sayida myeloid hiicre elde edilememistir. Tiimorlii hayvanlarda ise
tiimorler genellikle lenf nodlarinin bulundugu bodlgelerde gelisti§inden ve genis
timorlerin yerlesmesi beklendiginden lenf nodlarinin tiimér dokusundan ayirt
edilmesinde giicliikler yasanmistir. Yetersiz lenf nodu izolasyonu nedeni ile bu
dokudaki analizler terk edilmistir. Daha kii¢lik ¢aplardaki tiimorler kullanilarak lenf

nodu izolasyon basarisi arttirilabilir

3.6. Yogunluk Gradienti ile Myeloid Hiicrelerin Zenginlestirilmesi

FACS saflastirmalarinda  kullanilmak  iizere  myeloid hiicrelerin
zenginlestirilmesi amaci ile 1,077g/ml ve 1,119g/ml'lik Histopaque (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, ABD) gradienti kullanilmistir. Bu islem i¢in 15ml'lik tiiplere 2,5ml
1,119 Histopaque onun iizerine de 2,5ml 1,077 Histopaque eklenmis bu islem
yavasca uygulanarak sivilarm birbirine karismamasima dzen gosterilmistir. Iki fazin
tizerine ise 10ml eritrosit lizis islemi gecirmis hiicre siispansiyonu karistirilmadan
yavagca eklenmistir. 700 g ve diisiik fren giicii ile 20dk santrifiigasyon sonrasinda iki

hiicre gradienti elde edilmistir (Sekil 3.3.).

= =

HUcreler

700xg 20dlk
>

Hiicreler

1,119 1,077

V4

Sekil 3.3. Ikili 16kosit dansite gradientinin sematik gdsterimi.
Santrifiij 6ncesi sol sekilde gosterildigi gibi 1,119g/ml histopque iizerine 1,077g/ml

histopaque en son da hiicre silispansiyonu eklenmektedir. Santrifiij sonrasi sag
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sekildeki gibi hiicreler yogunluklaria gore iki farkli faz olustururlar. Alt faz myeloid

hiicrelerce zengin iken iist fazda siklikla lenfositler bulunmaktadir.

3.7. Comet Analizleri

4 haftalik NMU enjeksiyonunun son enjeksiyonundan 24 saat, 1 ve 2 ay
sonra alman kanlar ile kontrol hayvanlardan alinan kanlar kullamlmustir. Ilgili
protokoller daha 6nce belirtildigi sekilde uygulanmistir (159,160).

Ozetle; Normal erime sicakligina sahip agar (%1 'lik NMA) ile kaplanmus
olan mikroskop slaytlarina 75ul diisiikk erime sicakligina sahip agar (%0,75'lik
LMPA) ile karistirilmis 10 pl tam kan eklenmistir. Lamel ile iizeri kapatilan cam
slaytlar buz iizerinde 5-10dk bekletilmistir. Agarin donmasimin ardindan lameller
nazik¢e kaldirilmig ve slaytlarin {izerine 90 ul LMPA eklenmistir. Tekrar lameller
yerlestirilerek bu tabakanin da buz lizerinde donmasi saglandiktan sonra lameller
uzaklastirilmig ve cam slaytlar taze hazirlanmis soguk lizis soliisyonuna alinmustir.
Karanlikta ve +4C°de 2 saat siiren inkiibasyon sonrasinda lizis solusyonundan
cikarilan slaytlar yatay bir jel kutusuna yerlestirilerek rezervuar taze hazirlanmis
pH>13 elektroliz tamponu ile slaytlar1 tamamen Ortiinceye kadar doldurulmustur.
Alkali soliisyon i¢inde 20 dakika bekletildikten sonra gii¢ kaynagi calistirilarak 24
volt ve 300 miliamper akimda 30 dakika elektroforez gerceklestirilmistir. Siire
sonunda gii¢ kaynag1 kapatilip slaytlarin iizerine nétralizasyon tamponu eklenerek 5
dk bekletilmis ve bu iglem 3 kez tekrarlanmistir. Daha sonra slaytlar %100'lik soguk
etanole alinarak dehidrate olmalar1 saglanmis ve kurutularak saklanmiglardir. Analiz
oncesinde slaytlar 80ul 1x ethidium bromiir ile muamele edilmisler ve mikroskop ile
goriintii alinmigtir. Comet Analysis Software, version 3.0 (Kinetic Imaging Ltd,
Liverpool, BK) kullanilarak fragmante olmug DNA migrasyonu degerlendirilmistir
(Sekil 3.4.). Goriintii analizleri, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Farmakotoksikoloji ~ Anabilim  Dali  arastirmacilarinin  rehberliginde  ve

laboratuarlarinin olanaklar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.4. Comet assay yazilimi temsili ekran goriintiisi.
Her bir niikleus otomatik olarak taninarak 1sik yogunluguna gore bas ve kuyruk
kisimlar1 belirlenmektedir. Bas kisminin ¢api ile kuyruk uzunlugu oranlart migrasyon

verilerini verir.

3.8. Akim Sitometri Analizleri ve Hiicre Ayrimlama

Her bir hayvanin periferik kan, dalak ve kemik iliginden izole edilen hiicreler
100p1 de 1x10° hiicre olacak sekilde PBS + %1 FBS igerisinde siispanse edilerek ayri
flow tiiplerine dagitildi. Antikor kokteylleri de PBS + %1 FBS igerisinde
hazirlanarak 100'er pl olarak hiicre silispansiyonlarinin {iizerlerine eklendi ve
vortekslendi. 20-30dk karanlik ve oda sicakliginda yapilan inkiibasyonlar sonrasinda
2'ser ml PBS eklenerek 400 g de 5 dk santrifiij edilmisler ve ikinci isaretlemeler i¢in
100'er ul PBS ile siispanse edildi. Bu asamada hiicrelerin bulundugu ortamda RPMI
ya da FBS olmamasi streptavidin uygulamasi ic¢in kritikk Oneme sahiptir.
Isaretlemelerde kullanilan antikorlar tablo 3.3.’de gosterilmistir. Tiim analizlerde
0zgil olmayan izotip eslenik antikorlar ile isaretlemeler kontrol olarak kullanilmistir.
Coklu boyamalar iceren deneylerde otomatik kompansasyon matrislerinin

olusturulmasi i¢in her bir antikor ile tekli isaretlemeler yapilmistir.



Tablo 3.3. Akim sitometri analizlerinde kullanilan antikorlar.
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Antikor isimleri, klonlari Antikorlarin baglanma Antikorlarin
ve fluoresan ekleri epitoplar baglandig hiicre
gruplar
anti-rat CD11b/c (0X-42) Integrin alpha M ( MAC-1) ya Monositler,

FITC isaretli
(BD Biosciences, San Jose,
CA, ABD)

da kompleman reseptor 3.

graniilositler, makrofaj,
dendritik hiicreler ve NK
hiicreleri.

anti-rat Granulocytes Bilinmiyor Tiim graniilositler
(HIS48) + APC/Cy7 (notrofil eosinofil,
isaretli streptavidin basofil) ve kemik
(E-bioscience, San Diego, iliginde olgunlagma
CA, ABD) siirecindeki eritroit
serinin hiicreleri.
anti-rat neutrophils (RP-1) | Bilinmiyor Sican peritoneal ve

PE isaretli
(BD Biosciences, San Jose,
CA, ABD)

periferal kan notrofilleri.

anti-rat CD172a (OX-41)
PE isaretli
(E-bioscience, San Diego,
CA, ABD)

Sinyal diizenleyici protein o
(SIRPa)

Ig ailesi iiyesidir CD47’ye
baglanir.

Monosit, makrofaj,
dendritik hiicreler,
graniilositler ve noronlar

anti-rat CD80 (3HS5) APC

isaretli antikor

(Invitrogen, Camarillo, CA,

ABD)

B7 ailesi tiyesidir. T hiicre
proliferasyonunda ko-stimiilator
aktivite gosteren
reseptorlerdendir..

Antijen sunucu hiicreler
ve en yiiksek seviyelerde
de dendritik hiicrelerde.

anti-rat MHC smif II (OX-

6) PerCP isaretli
(BD Biosciences, San Jose,
CA, ABD)

MHC smif II. Antijen sunumu.

Antijen sunan hiicreler,
B hiicreler, makrofajlar
Dendritik hiicreler.

mouse anti-rat CD3 (G4.18)

APC isaretli
(E-bioscience, San Diego,
CA, ABD)

T hiicre serisinin bir belirteci ve
TCR kompleksinin bir bileseni
olan CD3 proteinine baglanir.

Tim T hiicreler.

anti-rat CD4 (OX-35) PE
isaretli

(Biolegend, San Diego, CA,

ABD)

T hiicrelerde TCR kompleksinin
bir bileseni olan ve MHC II'ye
baglanmay1 saglayan ko-
reseptordiir

Periferdeki yardimer T
hiicreleri ile monosit ve
makrofajlar ile bazi
dendritik hiicreler.

anti-rat CD161 (3.2.3) APC

isaretli

(Biolegend, San Diego, CA,

ABD)

NKR-P1A NK aktivator
reseptoriine baglanir.

Tiim NK hiicreleri ile T
hiicrelerin bir alt grubu.

Akim sitometri analizleri i¢in isaretleme yapilan antikorlar, baglandiklar

epitoplar ve gorevleri ile genellikle tespit edildikleri hiicre gruplar1 tablo 3.3'de
gosterilmistir. Analizler 488nm ve 635nm lazerler ile donatilmigs FACS ARIA 11 (BD

Biosciences, San Jose, CA, ABD) akim sitometri cihazi ile analiz edilmistir. Akim
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sitometri verileri Kaluza (Beckman Coulter, Brea, CA, ABD) yazilimi araciligiyla
islenmistir. Akim sitometri aracili hiicre ayrimlama (FACS) islemlerinde tiim dalak
dokusu, 5ml periferik kan ve iki femurdan elde edilen toplam hiicre siispansiyonlari
kullanilmistir. Tiim dokulardan yapilan FACS saflastirmalarinda CD11b/c+
CD172a+ hiicreler bu iki antikorun baglanma intansitelerine gore monosit ve
noétrofiller olarak iki grupta ele alinmis ve monositler HIS48 baglanma intansitelerine
gore pozitif ve negatif olarak ikiye ayrilmislardir. Rp-1 nétrofil belirteci kullanilarak
yapilan ayrimlama islemlerinde ayni fluoresan eke sahip olan CD172a antikoru
kullanilamadigindan NK hiicreleri dislamak i¢cin CD161 antikoru kullanilmistir.
Burada CD11b/c+ CDI161- hiicreler Rp-1+ HIS48+ notrofiller, Rp-1- HIS48+
monositler ve Rp-1-HIS48- monositler olarak 3 grupta ele alinmiglardir. Her iki
ayrimlama stratejisinde de ayni 3 hiicre grubu elde edilmis ve farkli tiiplerde

toplanmustir.

3.9. Giemsa Boyamalar

FACS ile saflastirilan hiicre gruplari 1x10° hiicre/ml olacak sekilde tam
besiyeri igerisinde siispanse edildi. 1/1 oraninda PBS ile seyreltilen hiicre
siispansiyonundan 200ul'si kiivetlere alinarak 800rpm 3dk Cytospind (Thermo
Fisher, MA, ABD) santrifiij yardimi ile mikroskop slaytlarina tespit edildi. 1ml dH»0
icerisine 1 damla stok Giemsa boyasi damlatilarak hazirlanan boyama soliisyonu
havada kurutulan slaytlar tizerine 1'er ml eklendi. 15 dk oda sicakliginda inkiibasyon
sonras1 boya dokiiliip distile su ile slaytlar yikandi. Mikroskop incelemeleri 100x
bliylitmede yapilmis olup hiicrelerin  goriintiileri  kaydedilmistir.  Giemsa
boyamalarinda  Hacettepe ~ Universitesi  Tibbi  Patoloji ~ Anabilim  Dal

laboratuarlarindan faydalanilmigtir.

3.10. ROS Analizleri

FACS ile saflagtirilan hiicre gruplari 3ml'lik flow tiiplerine alinarak
coktiiriilmiis ve yaklasik 1-2 x10° hiicre 250 pl serumsuz RPMI-1640 (Lonza,
Walkersville, MD, ABD) icerisinde siispanse edilmistir. Bu siispansiyona 2 ul 1mM
Karboksi-H,-DCF-DA (85703, Anaspec, CA, ABD) eklenmis ve 37C° ve %5 CO,'li

etiivde 1 saat inkiibe edilmisrir. Tiipler inkiibasyonun bitiminde buz iizerine alinmis
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ve akim sitometri cihazinda okumalar gerceklestirilmigtir. Analizlerde FITC
kanalinin sinyal alan intansitesi yerine ylikseklik intansitesi ortalamalari

karsilagtirilmustir.

3.11. Fagositoz Analizleri

Kirmizi fluoresan isaretli 2um c¢aplh karboksile modifiye polistren lateks
boncuklarin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), hiicreler tarafindan fagositozlari
tespit edilmistir. Stok konsantrasyonlarindaki boncuklar 1/1 oraninda sigan serumu
ile 1 saat 37C°de inkiibe edilmislerdir. FACS ile saflastirilan hiicre gruplar1 3ml'lik
flow tiiplerine almarak ¢oktiiriilmiis ve yaklagik 1-2 x 10° hiicre 250 pl %10 FBS
iceren RPMI-1640 igerisinde siispanse edilmistir. Hiicre siispansiyonlarinin iizerine 3
pl boncuk/serum karisimi ilave edilip 2 saat siireyle 37C° ve %5 CO;'li etiivde
inkiibe edilmistir. PBS'ile yapilan yikamanin ardindan fagositoza katilan hiicre
oranlart1 ve bu hiicrelerin PE kanalindaki ortalama fluoresan intansiteleri (MFI)

karsilagtirilmistir.

3.12. Hiicre Kiiltiirleri ve Proliferasyon Deneyleri

Conalbumin immiinize hayvanlardan izole edilen splenositler (CIR-SPL)
%90 FBS ve %10 DMSO igerisinde -80 C° de dondurularak saklanmislardir.
Proliferasyon deneyinin yapilacag: giin farkli hayvanlardan elde edilen CIR-SPL'ler
%10 FBS igeren tam besiyeri igerisinde ¢oziilmiis ve bir yikamanin ardindan tam
besiyeri igerisine alinarak 1 saat 37C° ve %5 CO,'li etiivde inkiibe edilmistir. Bir kez
PBS ile yikanan hiicreler %0,1 BSA iceren PBS icerisinde siispanse edilerek 10uM
CFSE ile karanlik oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. CFSE
isaretlenmesinin durdurulmasi i¢in 10ml %10 FBS iceren PBS eklenen hiicreler 2
defa bu soliisyon ile yikanmis ve tam besiyeri igerisine almmugtir. CFSE
isaretlemesinin ardindan deneyler diisiik 1s1kli ortamlarda stirdiriilmistiir. (Sekil

3.5))
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Sekil 3.5. Myeloid hiicrelerin islevsel analizlerinin genel plani.

Kontrol ve tiimorlii hayvan dokularindan aseptik kosullar altinda ayrimlanmasi
gergeklesen hiicre gruplar1 10% FBS, 2.1mM ultra-glutamin, 100 iinite/ml Penisilin,
100pg/ml Streptomisin ve S50uM 2-Merkaptoetanol igceren RPMI-1640 tam besiyeri
icerisinde 37C°, %5 karbondioksitli etiivde CIR-SPL ile birlikte kiiltiire alinmustir.
Kiiltiir ortamia 25pg/ml conalbumin eklenmesi ile antijen 6zgiin proliferayon ve
baskilama tayini yapilmistir. Hi¢ bir deneyde allojenik reaksyon gdzlenmemistir

(Sekil 3.6.).

Negatif Pozitif CIR+ CTR CIR+ TBR
kontrol kontrol
Cozllmus splenositler Cozilmis CIR-SPL + CTR Cozulmus CIR-SPL + TBR hiicre
hiicre gruplari gruplan
Ag- g+ g * Ag- g+
.-/

\
N

Antijen dzgul preliferasyon

b4

Antij=n ézgul hashilama

Vo

Allojenik proli*zrasyon

Sekil 3.6. Proliferasyon analizleri i¢in kullanilan deney plani.

96 kuyulu plaklarda yapilan ko-kiiltiirlerin 6zetidir.
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3.13. Nitrik Oksit Analizleri

Proliferasyon deneyleri icin gerceklestirilen 96 saatlik kiiltiirlerin
slipernatanlar1 izole eidlmis ve nitrat diizeyleri agisindan Griees reaksyonu ile
degerlendirilmistir. Bu amagla 100ul stipernatant, 100ul Griess ajant (5% phosphoric
acid ve 0.1% N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride dH,O igerisinde 1%
sulfanilamide) ile 96 kuyulu plaklarda karistirilmistir. 30 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta yapilan inkiibasyon sonrasinda plaklar calkalayici vasitasi ile karigtirilmis
ve 535nm 151k absorbans degerleri mikroplate okuyucusunda (SpectraMax Plus,
Molecular Devices, CA, ABD) kaydedilmistir. Nitrit konsantrasyonlari
hesaplanirken 100mM sodyum nitritin seri diliisyonlar1 sonucu olusturulmus
"quadratik model'e" uygun bir standart egri temel alinmistir. Analizler Softmaxpro
2.6.1 yazilim1 (Molecular Devices, CA, ABD) ile gerceklestirilmis olup 1/2 oraninda
seyreltilen Orneklerin sonuglarinin gercek konsantrasyonlar1 yansitmalart amactyla

analiz sonrasi elde edilen degerler iki ile carpilmustir.

3.14. Enzyme-Linked Immiino Sorbent Analizleri (ELISA)

3.14.1. TNF-a Analizleri

Analizlerde sigan TNF-a kullanima hazir sandvig ELISA kiti (Platinum
ELISA, E-bioscience, San Diego, CA, ABD) kullanilmistir. Analiz 6ncesinde -
80C°'de dondurulmus olan serum ve ko-kiiltiir silipernatanlar1 buz iizerinde
cOziilmiislerdir. 3 farkli proliferasyon deneyinden izole edilen ko-kiiltiir
siipernatanlar1 esit oranlarda karistirilarak bir havuz olusturulmustur. Timorli ve
kontrol hayvanlardan izole edilen serum Ornekleri ve karistirilan kiiltiir
stipernatanlar1 1/2 oraninda seyreltilerek ELISA analizlerine katilmislardir. Bir
standart egri referans alinarak hesaplanan tiim sitokin konsantrasyonlarinda
"quadratik model" tercih edilmistir (161). Analizler Softmaxpro 2.6.1 yazilimi
(Molecular Devices, CA, ABD) ile gerceklestirilmis olup 1/2 oraninda seyreltilen
ornek sonuclarmin ger¢ek konsantrasyonlari yansitmalart amaciyla analiz sonrasi

elde edilen degerler iki ile carpilmistir.
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3.14.2. IL-6 Analizleri

Analizlerde sican IL-6 kullanima hazir sandvi¢ ELISA kiti (Platinum ELISA,
E-bioscience, San Diego, CA, ABD) kullanilmistir. Analiz 6ncesinde -80C°'de
dondurulmus olan serum ve ko-kiiltiir siipernatanlar1 buz iizerinde ¢oziilmiislerdir. 3
farkli proliferasyon deneyinden izole edilen ko-kiiltiir siipernatanlar1 esit oranlarda
kanistirilarak bir havuz olusturulmustur. Tiimorlii ve kontrol hayvanlardan izole
edilen serum Ornekleri ve karistirilan kiiltiir siipernatanlar1 1/2 oraninda seyreltilerek
ELISA analizlerine katilmislardir. 1/2 oraninda seyreltilen 6rnek sonuglarinin gergek
konsantrasyonlar1 yansitmalar1 amaciyla analiz sonrasi elde edilen degerler iki ile

carpilmstir.

3.14.3. IL-10 Analizleri

Analizlerde sigan IL-10 kullanima hazir sandvi¢ ELISA kiti (Platinum
ELISA, E-bioscience, San Diego, CA, ABD) kullanilmistir. Analiz oncesinde -
80C°'de dondurulmus olan serum ve ko-kiiltlir silipernatanlar1 buz iizerinde
coziilmiiglerdir. 3 farkli proliferasyon deneyinden izole edilen ko-kiiltiir
slipernatanlar1 esit oranlarda karigtirilarak bir havuz olusturulmustur. Timorlii ve
kontrol hayvanlardan izole edilen serum o&rnekleri 1/500, karistirilan kiiltiir
stipernatanlar1 ise 1/30 oraninda seyreltilerek ELISA analizlerine katilmislardir.
Seyreltilen 6rnek sonuglarinin gercek konsantrasyonlar: yansitmalar: amaciyla analiz
sonrast elde edilen serum konsantrasyonlart 500, siipernatan konsantrasyonlar1 ise 30

ile carpilmistir.

3.14.4. TGF-B1 Analizleri

Analizlerde sigan TGF-B1 kullanima hazir sandvi¢ ELISA kiti (Platinum
ELISA, E-bioscience, San Diego, CA, ABD) kullanilmistir. Analiz 6ncesinde -
80C°de dondurulmus olan serum ve ko-kiiltiir siipernatanlar1 buz iizerinde
coziilmiiglerdir. 3 farkli proliferasyon deneyinden izole edilen ko-kiiltiir
slipernatanlar1 esit oranlarda karigtirilarak bir havuz olusturulmustur. Timorli ve
kontrol hayvanlardan izole edilen serum Ornekleri ile karistirilan kiiltiir

siipernatanlar1 1/2 oraninda seyreltilerek ELISA analizlerine katilmiglardir. 1/2
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oraninda seyreltilen Ornek sonuglarinin gergcek konsantrasyonlar: yansitmalari

amaciyla analiz sonrasi elde edilen degerler iki ile ¢arpilmistir.

3.15. Istatistiksel Analizler

Istatistik analizlerinde SPSS18 (IBM, Armonk, NY, ABD) ve Graph Pad
Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, ABD) kullanilmistir. Karsilastirmalarda
kontrol ve tiimérlii gruplarinin ortalamalar1 kullanilmistir. ilk olarak tiim veri
gruplarinda D'Agostino & Pearson omnibus normalite sinamasi yapilmig olup testi
gecen popiilasyonlarin Gaussian dagilimi tasidiklart kabul edilip ilgili parametrik T
testlerine tabi tutulmuslardir. Normal dagilan iki grup arasinda anlamli varyans farki
var ise Welch diizeltmesi uygulanmistir. Normalite testlerini gecemeyen ya da kii¢iik
orneklem boyutlarina sahip gruplar non-parametrik Mann-Whitney U analizlerine
tabi tutulmuslardir. Tim veriler aritmetik ortalama ile gosterilmis olup
karsilastirmalarda ortalamalarin standart hatalar1 (=SEM), tekli gosterimlerde ise
standat sapmalar (+SD) belirtilmistir. Veriler arasindaki iligkilere Pearson korelasyon
testleri ile bakilmistir. Anlamli korelasyon bulunan g¢iftler arasindaki iligkiyi ifade
eden en uygun regresyon modeli secilerek grafiklerde belirtilmistir. Tiim analizlerde

p <0.05 istatistiksel anlamliliga isaret etmektedir.
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4.1. Sicanlarda NMU Aracili Meme Kanseri Olusumu

Enjeksiyon yapilan tiim

hayvanlarda timor gelisimi
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gbzlenmistir.

Sakrifikasyon esnasinda hayvanlarda mevcut olan tiimoérlerin biiytikliikleri ile

analizlerde kullanilmak {izere myeloid hiicre izolasyonlarmin gerceklestirildigi

dokular tablo 4.1. 'de belirtilmistir. I¢c organlarda ve peritonda bulunan tiimérlerin

cap1 hesaplanamamustir.

Tablo 4.1. Hayvanlarda gelisen tiimorlerin boyutlar1 ve lokasyonlart.

Sira No izole Edilen Dokular | Tiimér Biiyiikliikleri cm’ | Toplam Cap (cm)
Tiimor-1 Tiimdér/ Lenf Nodu/ | Sag Aksiller 2.2 3,23
Dalak/ Kemik Iligi Sag Inguinal 0.77
Sol Aksiller 7.5
Timor-2 Dalak/ Kemik Iligi/ | Sag Inguinal 6.25 2.5
Tiimor/ Lenf Nodu
Timor-3 Dalak/ Kemik Iligi/ | Sag Aksiller 1.5 6,59
Periferik Kan/ Timor Sag Inguinal 10.5
Sol Aksiller 3
Sol Abdominal 10.5
Sol Inguinal 18
Timor-4 Dalak/ Kemik 1ligi/ | Sol Aksiller 3.4 4,40
Periferik Kan/ Timor Sag Abdominal 3
Sag Abdominal 13
TUmor-5 Dalak/ Kemik 1ligi/ | Sol inguinal 30 6,61
Periferik Kan/ Tiimdr Sag Abdominal 13.75
Timor-6 Periferik Kan Sol Inguinal 16 4
Tiimér-7 | Dalak/ Kemik iligi/ | Sol Inguinal 3.75 5,55
Periferik Kan/ Timor Sag Aksiller 11.25
Sag Inguinal 15.91
2 Bobrege Metastaz
TUmor-8 Dalak/ Kemik Iligi/ | Tiim Abdomen Metastaz
Tiim&r/ Periferik Kan
Tiimér-9 | Dalak Sort Sol Inguinal 5 2.23
Tiimor-10 | Dalak Sort Sag Aksiller 7.2 5,22
Sol Abdominal 20.14
Timor-11 | Dalak/ Periferik Kan Inguinal 14 4,24
Sag Aksiller 0.8
Sag Abdominal 0.8 x2
Sol Abdominal 1.6
Tiimér-12 | Dalak Sort Sol Inguinal 11 3,31
Timor-13 | Tim Dokular Sol ing 15,9 431

Sag Axillar 2,7
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Timor-14

Tim Dokular

Sol Axl 5,4
Sag Axl 3,3
Sag Ing 10

4,32

Timor-15

Tim Dokular

Sag Axl13
Ing 18,9

4,67

Tumor-16

Tum Dokular

Tium Abdominal

Timor-17

Tium Dokular

Sag Ing 2,24
Sol ing 0,88
Sag Axl 4,14

2,69

Tumor-18

Tum Dokular

Sag Axl 5
Sag Ing 1,44
Sol ing 12,5

4,35

Timor-19

Tim Dokular

Sol ing 1,8
Sol ing 0,64
Sag Ing 0,8

1,8

Timor-20

Tim Dokular

Sag Ing 1,3
Sol ing 0,3
Sol Axl1 1,21
Sol Axl 3,08

2,42

Timor-21

Tim Dokular

Sol ing 13,02

3,6

Tumor-22

Tum Dokular

Sol Ax17,5

2,73

Timor-23

Tim Dokular

Sol ing 9,6
Sag Ing 1,1
Sol Ax12,1

3,57

Timor-24

Dalak

Sag Ing 6.21
Sol ing 3.22
Sol Ax14.8
Sag Axl3.24

4,17

Timor-25

Tium Dokular

Sag Axl2.34
Sag Ing 2.38
Sol ing 8,4

3,62

Tumor-26

Tum Dokular

Inguinal 19.2
Sol Ax1 0.96

4,48

Timor-27

Dalak Ve Tumor

Abdominal

Timor-28

Dalak

Abdominal

Timor-29

Dalak

Abdominal

Timor-30

Tum Dokular

Sag Axl. 1
Sag Ing. 5
Sag Ing. 1,5
Sag Ing. 1

2,91

Timor-31

Tium Dokular

Sol Ing. 5,1
Sag Ing. 0,36
Sag Axl. 0,6

2,46

Timor-32

Tium Dokular

Sol ing. 7,5

2,73

Timor-33

Dalak Ve Kemik Iligi

Sag Ing. 10,5

3,24

Timor-34

Dalak Ve Kan

Sol Ing. 6,75
Sol ing. 3,4
Sag Ing. 3
Sol Axl. 1
Sag Axl. 0,81

3,86

Tumor-35

Dalak Ve Kemik iligi

Sag Axl. 6,25

3,04
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Sag Ing. 2
Sol Ing. 1
Tiimé6r-36 | Tiim Dokular Sag Ing. 3,6 3,17
Sag Axl. 4,4
Sol ing. 0,56
Sol Axl. 1,5
Timo6r-37 | Tum Dokular Abdominal
Timo6r-38 | Tim Dokular Abdominal

Hayvanlarin sakrifikasyon giiniindeki yaslar1 ve son NMU enjeksiyonundan
sakrifikasyon giinline kadar gegen siireler tablo 4.2. 'de belirtilmistir. Bu veriler
yardimiyla hayvanlarin sahip olduklart tiimorlerin gelisim hizlar1 toplam timor
caplart gecen siireye bdliinerek hesaplanmistir (Tablo4.2.). Hayvanlardaki timor
caplari, tiimor gelisim hizlar1 veya yaslari ile deney sonuglarinda elde edilen hig¢ bir
veri arasinda iliski yoktur. Kontrol hayvanlar ile tiimorlii hayvanlarin sakrifikasyon

giinlerindeki ortalama yaslar1 da benzer bulunmustur (Sekil 4.1.)

400gin—

ns

300giin —"

200gin=

yas

100a0n— 1

Ogiiry | |
kontrol tiumaorla
grup

Sekil 4.1. Kontrol ve tiimdrlii hayvnalarin yaslar1 dagilimai.

Deneylerde kullanilan kontrol ve tiimdrlii hayvanlarin sakrifikasyon giinlerindeki
yaslar karsilastirlmistir. Yatay cizgiler aritmetik ortalamalari, kutular ortalamalarin
standart sapmasini, cubuklar ise yas aralifim1 gostermektedir. ns: istatistiksel

anlamlilik olmadigini belirtir.
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Sira no Yas (giin) Siire (giin) Toplam Cap(cm) Hiz (cm/giin)
Timor-3 114 63 6,59 0,104603
Tiimér-10 116 65 5,22 0,080308
Tiimé6r-21 93 42 3,6 0,085714
Tiimé6r-34 108 57 3,86 0,067719
Tlimor-33 101 50 3,24 0,0648
Tiimor-11 126 75 4,24 0,056533
Tiimor-13 155 104 4,31 0,041442
Timor-5 233 182 6,61 0,036319
Tlimor-18 161 110 4,35 0,039545
Tlimér-1 127 76 3,23 0,0425
Tlimor-7 204 153 5,55 0,036275
Timor-35 122 71 3,04 0,042817
Timor-14 168 117 4,32 0,036923
Timor-23 143 92 3,57 0,038804
Tumor-24 164 113 4,17 0,036903
Timor-15 184 133 4,67 0,035113
Tlimor 26 178 127 4,48 0,035276
Tiimé6r-4 196 145 4,40 0,030345
Tiimor-25 170 119 3,62 0,03042
Timor-30 148 97 2,91 0,03
Timor-12 182 131 3,31 0,025267
Timor-17 157 106 2,69 0,025377
Tiimér-32 166 115 2,73 0,023739
Timor-2 154 103 2,50 0,024272
Tiimér 31 153 102 2,46 0,024118
Tiimé6r-36 222 171 3,17 0,018538
Timor-6 278 227 4,00 0,017621
Timor-22 220 169 2,73 0,016154
Timor-20 212 161 2,42 0,015031
Timér-19 169 118 1,8 0,015254
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4.2. Periferik Kanda DNA Hasar1 Tespiti

Alkilleyici bir ajan olan NMU, DNA'da siklikla c¢ift zincir kiriklar
olusturarak karsinojenik etki gostermektedir (162). NMU'nun DNA hasarlar1 alkali
Comet analizi ile belirgin bir sekilde tespit edilmistir (163). Tiimdrlii hayvanlarin
myeloid hiicrelerinde sakrifikasyon aninda DNA hasar1 kalintis1 tespiti i¢in Comet
analizine bagvurulmustur. Farkli zamanlarda NMU enjeksiyonu yapilmis hayvanlarin
kuyruk venlerinden alinan kan 6rnekleri analiz prosediiriine gore incelenmistir (Sekil
4.2.). Her bir zaman aralifindaki iki farkli hayvanin 50'ser hiicresinden elde edilen

sonuclarin ortalamalar1 karsilastirilmistir

24 saat

Kontrol

Sekil 4.2. Comet analizi temsili mikroskop goriintiileri.

24 saat sonrasindaki DNA hasar1 kuyruklu yildiz goriintiisii olusturmaktadir.

Son NMU enjeksiyonundan 24 saat sonra alman periferik kan hiicreleri ile
enjeksiyondan 30 ve 60 giin sonra alinan kandaki hiicrelerin kontrol hayvandan
alman kan ile karsilagtirmalari. Goriintiiler elektroforez sonrasi ethidium bromiir ile

isaretlenmis niikleuslara aittir.
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Comet analizinin temel degiskenleri olan kuyruk uzunlugu, kuyruk migrasyonu ve
kuyruk momenti sonuglarina gore son enjeksiyondan 24 saat sonra goriilen yiiksek
DNA hasari, son enjeksiyondan 1 ay sonra kontrol seviyelerine diigmiistiir (Sekil
4.3.). En erken gerceklestirilen sakrifikasyon son enjeksiyondan 42 giin sonra oldugu
icin bu sonu¢ inceledigimiz hiicrelerin DNA hasarina ugramamis oldugunu

gostermektedir.

Comet Analizi
50+ <0.0001

24 saat
B 1a
M 2ay

<0.0001 Kontrol

40

w
o

Ortalama pM

N
o

<0.0001

10

Kuyruk Uzunlugu Kuyruk migrasyonu Kuyruk momenti

Sekil 4.3. Comet analizi sonuglarinin karsilastirmasi.

Son NMU enjeksiyonlarindan 24 saat, 1 ay ve 2 ay sonra alinan kan drnekleri ile
NMU enjekte edilmemis kontrol hayvanlarin kan orneklerindeki DNA kiriklarini
belirten degiskenler gosterilmistir. Her {i¢ degisken icin de 1 ay ve 2 ay sonraki
degerler kontrol degerden anlamli farklilik gostermemektedir (ns). 24 saat degerleri

ise yiiksek derecede anlamli farklilik gostermistir (p<0.0001).



50

4.3. Fenotiplendirme Sonuglar: ve Tespit Edilen Hiicre Gruplar:

Kemik iligi, periferik kan ve dalak Orneklerinden izole edilen hiicreler
myeloid hiicre belirteci antikorlar ile isaretlenip akim sitometrik olarak
incelenmislerdir. Akim sitometri veri analizinde uygulanan prensipler sekil 4.4. ve

sekil 4.5.'de gosterildigi gibidir.

A {Ungated] B (rsc singlets) C  (s5cSinglets)

800 5004
— —
> 60 = 401 <
A Z 2
= 004 T a0+
0 e ey S
2004 m 200
FSC Singlets SSC Singlets
0 W a0 0 M 10 0 W @0 &0 N0 1w 9 MW 0 &0 0 100
FSC-H SSC-H FSC-A l
~F Morfoloji _ E Morfoloji _ Aorfoloji
\ Myeloids : 57,42% ' ‘ Myeloids : 57,42% \ r

Myeloids : 56,74%

CD11b/c
CD 11b/c

Sekil 4.4. Myeloid hiicrelerin akim sitometrik olarak secimi.

A) Tekli hiicrelerin FSC degerlerine gore se¢imi. B) Tekli hiicrelerin SSC
degerlerine gore secimi. C) Morfolojik dagilimlarina gére canli hiicrelerin se¢imi. D)
NK hiicrelerinin CD11b/c pozitifliginin gosterimi. E) NK hiicrelerinin CD172a
negatifliginin gosterimi. F) CDIl1b/c ve CD172a pozitifligine goére myeloid
hiicrelerin se¢imi. Grafiklerde dansite renklendirilmesi uygunlanmis olup kirmizi

renk en yogun hiicre toplulugunu géstermektedir

Oncelikle 6n yayilim sinyalinin genisligi ve yiiksekligine gore (FSC-W/FSC-
H) uygulanan dagilim ile boyutlarina gore tekli hiicreler kapilanmistir (Sekil 4.4.).
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Segilen hiicreler bu kez yan sagilim sinyalinin genisligi ve yiiksekligine gore (SSC-
W/SSC-H) uygulanan dagilim ile graniil igerikleri temel alinarak tekli hiicreler
kapilanmistir (Sekil 4.4.). Secilen hiicreler morfolojik 6zelliklerine gore ve o6lii
hiicreler ile debrisi disarida kalacak sekilde kapilanmiglardir (Sekil 4.4.). Burada
morfoloji kapisi ile belirtilen hiicreler ilgili dokudan izole edilen tiim hiicreleri
kapsamaktadir. Ancak konumuz kapsami disinda kalan hiicre sayilarindaki
degisimlerden etkilenmemek i¢in analizler sadece myeloid hiicreleri kapsamalidir.
Bu durumda CD11b/c" hiicreler tiim myeloid hiicreler olarak tamimlanirlarsa CD161"
NK hiicrelerinin karisimi goriilecektir (Sekil 4.4.). NK hiicrelerini disarida birakmak
maksadiyla bir genel myeloid belirteci olan CD172a kullanilmistir ve CD172a" olan
tiim hiicreler myeloid hiicre olarak kabul edilmistir (Sekil 4.4.). CD172a" hiicreler
ayn1 zamanda CD11b/c i¢in de pozitiflik gostermektedirler (Sekil 4.4.).

Analizin devaminda baslica myeloid hiicre alt-gruplarinin ayrimlanmasina
odaklanilmistir. Bu asamada iki farkli kapilama ydntemiyle de noétrofil ve
monositlerin fenotipik olarak ayristirilmasit basarilmistir. Bunlardan ilkinde, CD11b/c
ile CD172a dagilim iizerinde ayrisan iki grup tespit edilmistir (Sekil-3B). Bunlardan
CD11b/c™ CD172a" olanlar aynt zamanda HIS48 antikoru i¢in de pozitiflik
gostermekte olup yliksek SSC degerleri ile notrofillere karsilik gelmektedirler (Sekil
4.5). CD11b/c™ CDI172a" olanlarin ise SSC degerleri diisiiktiir ve monosit
olabilecekleri diislintilmistiir (Sekil 4.5.). Ancak bu hiicreler HIS48 antikoru
pozitifligine gore iki alt gruba ayrilmaktadirlar (Sekil 4.5.). HIS48" monositik
hiicreler daha yiiksek SSC ve FSC degerleri verir iken, HIS48™ hiicreler daha diisiik
SSC ve FSC degerleri gostermislerdir (Sekil 4.5.). Diger kapilama stratejisi ise
notrofil ve monositlerin ayrimlanmasin1 daha net yapabilmektedir. Buna gore
sicanlar icin notrofil 6zgiil bir belirte¢ olan Rp-1 kullanilmistir. Rp-1 ile HIS48
dagiliminda Rp-1" HIS48" nétrofiller, Rp-1~ HIS48" monositler ve Rp-1" HIS48"
monositler net olarak ayirt edilebilinir (Sekil 4.5.). Ote yandan Rp-1 antikoru ticari
olarak sadece PE fluoresan isaretli formda mevcut oldugu i¢cin CD172a ile birlikte
kullanilmast miimkiin olmamistir. Bu nedenle Rp-1 ile hazirlanan antikor
kokteyllerine NK hiicrelerin diglanmasi amaciyla APC isaretli CD161 antikoru da

eklenmis, myeloid hiicrelerin se¢imi sekil 4.5. de gosterildigi gibi yapilmustir.
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A Morfoloji B C Notrofil
Myeloids : 57,43% neutrophils : 74,59%
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Sekil 4.5. Notrofil ve monositlerin akim sitometrik olarak ayrimu.

A) CDI172a pozitifligine gore tim myeloid hiicrelerin se¢imi. B) CD11b/c ve
CD172a dagilimi ile notrofil ve monositlerin ayrimi. C) Notrofillerin SSC ve HIS48
degerlerinin gdsterimi. D) Monositlerin HIS48 pozitifligine gore ayrimlanmasi. E)
RP-1 ve HIS48 dagilimma goére ndtrofil ve monosit alt gruplarimin ayrimi. F)
Siniflandirilan myeloid hiicrelerin morfolojik 6zellikleri. Grafiklerde kapilama
renklendirilmesi uygulanmistir. Nétrofiller, mavi; HIS48" monositler, kirmizi;
HIS48" monositler ise sar1 renk ile temsil edilmektedirler. Her iki kapilama stratejisi

ile de ayn1 F grafigi elde edilmektedir.

Akim sitometri aracili hiicre ayrimlamasi (FACS) ile periferik kan
orneklerinden bahsi gegen li¢ popiilasyon saflagtirilmislardir. Farkli hiicre gruplarinin
niikleer ve sitoplazmik morfolojilerinin incelebilmesi amaciyla saflastirilan hiicreler
mikroskop slaytlarina yayilip giemsa ile boyanmislardir. Elde edilen goriintiilerde
diisiik SSC degerlerine sahip ve Rp-1 negatif olan hiicrelerin monosit, Rp-1"
hiicrelerin ise notrofil morfolojisi gosterdikleri dogrulanmistir (Sekil 4.6.). HIS48+

monositlerin daha biiylik sitoplazmaya olup niikleer yapilarinin fasiilye seklinde
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olusu HIS48- monositlerden daha yiiksek FSC ve SSC degerleri gostermelerini
aciklamaktadir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Monosit ve notrofillerin giemsa boyamasi1 mikroskop goriintiileri.
FACS ile saflastirilmis, A) HIS48 monositlerin, B) HIS48" monositlerin ve C)

Notrofillerin Giemsa boyamalari. 100x biiyiitme goriintiileri.

4.4. Tiimorlii Hayvanlarin Myeloid Hiicre Dagilimlarindaki Degisimler
Sicanlarin incelenen tiim immiin kompartmanlarinda bahsi gecen ii¢ hiicre
popiilasyonu tespit edilmistir. Ancak bu alt gruplarin farkli dokularda ve tiimorlii ve

saglikli hayvanlardaki dagilimlar1 degisim gostermektedir. Bu bdliimde, incelenen
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hiicre gruplarmin farkli dokulardaki dagilimlari tiimorli ve saglikli hayvanlar

arasinda karsilastirilarak sunulacaktir.

4.4.1.Notrofiller

Kemik iliginde tiim myeloid hiicrelerin yaklagik %80'ini ndtrofiller
olusturmaktadir ve bu durum tiimérlii hayvanlarin kemik iliklerinde de degismeden
korunmustur (Sekil 4.7.). Kemik iliginden izole edilen notrofil sayilar1 da benzerdir.

Saglikli si¢an periferik kanindaki myeloid hiicrelerin yaklasik %60'l1k kismini
olusturan notrofiller tiimdrlii hayvan periferik kaninda %90'lara ulasan artiglar
gostermektedir (Sekil 4.7.). Istatistiksel olarak da anlamli bulunan bu artis yiizdesi
periferik kandan izole edilen notrofil sayilariyla da ortiismektedir. Oyle ki, saglikl
hayvanlarda 5-6ml kandan yaklagik 1x10° civarinda nétrofil izole edilebilirken ayni

hacimdeki tiimorlii hayvan kanindan 5 kat daha fazla nétrofil elde edilmistir (Sekil
4.8.).
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Sekil 4.7. Notrofillerin tiim myeloid hiicreler igindeki oranlart.

Notrofillerin farkli dokulardaki dagilimlarinin karsilastirilmasi. Noktalar, bagimsiz
deney sonuglarini temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri standart hata ile
gosterilmistir.  KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel
anlamliliklar i¢in, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik

olmadigin1 gosterir.
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Saglikli sican dalagindaki myeloid hiicrelerin yaklasik %10-40 kismini
notrofiller olustururken tiimorlii hayvanlarda bu oran %30-70 seviyesine yiikselmistir
(Sekil 4.7.). Saghkli bir hayvan dalagimin tiimiinden izole edilebilen maksimum
nétrofil sayilar1 5x10°-1x10° arasinda degisim gosterirken tiimérlii hayvanlarda,
gbzlemlenen splenomegali ile uyumlu bir sekilde 10 kata varan artiglar tespit
edilmistir (Sekil 4.8). Akim sitometri morfoloji dagilimlar1 da tiimorlii hayvan

dalaklarindaki nétrofil birikimi net bir sekilde goriilebilir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.8. FACS izolasyonu ile elde edilen notrofil sayilari. Noktalar, bagimsiz deney
sonuglarin1 temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri gosterilmistir. PK:
Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel anlamliliklar icin, * P < .05, ** P < .01, ***

P <.001, n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigin1 gosterir.
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Sekil 4.9. Dalaktaki hiicre birikimlerinin akim sitometrik gosterimi.

Tiimdrli hayvan dalaklarinda graniilosit birikimini morfolojik olarak gdsterilmistir.
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4.4.2. HIS48" Monositler

Kemik iligindeki HIS48" monositler tiim myeloid hiicrelerin %10-20'sini
olusturmaktadir ve tiimoérlii hayvanlarda degisim tespit edilmemistir (Sekil 4.10.).
Sayisal olarak ise en fazla kemik iliginden izole edilebilmislerdir. Ayrica timdrli
hayvanlardaki sayilar1 da degisim gostermemektedir (Sekil 4.11.). Ancak, kontrol
hayvan kemik iligindeki tiim monositlerin yaklagik %80'nini olusturan HIS48+
monositler tiimorlii hayvan kemik iliginde daha genis bir dagilim goéstermekle

birlikte ortalama %70 degerlerine diismiistiir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.10. HIS48" monositlerin tiim myeloid hiicreler igindeki oranlar:.

HIS48" monositlerin farkli dokulardaki dagilimlarinin karsilastirilmasi. Noktalar,
bagimsiz deney sonuglarini temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri standart
hata ile gosterilmistir. KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel
anlamhiliklar i¢in, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik

olmadigin1 gdsterir.

Saglikli hayvanlarin kanlarindaki myeloid hiicreler iginde %5-15 arasi
HIS48" monosit bulunmaktadir. Ancak tiimérlii hayvanlarda bu oran %10'un altina
diismiistiir (Sekil 4.10.). Izole edilen hiicre sayilar1 karsilastirildiginda ise tiimorlii
hayvanlarin kaninda, HIS48" monositlerin anlaml olarak arttig1 goriilmektedir (Sekil
4.11.). Bu durumu sinamak i¢in basvurulan tiim monositler i¢erisindeki yiizdelerde

ise degisiklik yoktur (Sekil 4.12.). Tiim myeloid hiicreler i¢indeki yilizdelerin diisiisii
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nétrofillerdeki yiiksek artisla iliskili olabilir. Ote yandan artan sayilarina ragmen
monositler igerisindeki dengenin bozulmamis olmasi sadece HIS48- monositlerde de
benzer bir artis varsa dogru olarak yorumlanmalidir.

Kontrol hayvan dalaklarindaki tiim myeloid hiicrelerin yaklasik %20'lik
kismii olusturan HIS48" monositler tiimorlii hayvanlarda ¢ok daha genis bir
varyasyona sahiptir. Ortalama yiizdeleri ise saglikli hayvanlara gore bir diisiis oldugu
yoniinde istatistiksel anlamlilik tagimaktadir (Sekil 4.10.). Timorli hayvanlarin
dalaklarindan izole edilebilen toplam HIS48" monosit sayilari bazi hayvanlarda
artmig goriinse de istatistiksel anlamliligi yoktur (Sekil 4.11.). Monosit alt-

popiilasyonlarinin dengesi ise degismeden kalmustir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.11. FACS izolasyonu ile elde edilen HIS48" monosit say1lari.

Noktalar, bagimsiz deney sonuglarini temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri
gosterilmistir.  KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel
anlamhiliklar icin, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik

olmadigin1 gdsterir.



58

100% !

., OKontrol
80% - B Tumarlu
° ns

2 60%- .
(=] °
<
R 40%-
T

20%-

0%

Kl PK DLK

Sekil 4.12. HIS48" monositlerin tiim monositler igindeki oranlari.

Tiim monositler icinde HIS48" alt-grubun orani. Noktalar, bagimsiz deney
sonuclarint temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri standart hata ile
gosterilmistir.  KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel
anlamliliklar i¢in, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik

olmadigini gosterir.

4.4.3.HIS48 Monositler

Saglikli hayvan kemik iligindeki HIS48 monositler tiim myeloid hiicrelerin
%10'dan az bir kismin1 kapsamaktadir ancak tiimorlii hayvanlarda %20'lere ulasan
anlamli bir artis s6z konusudur (Sekil 4.13). Bu artis sayisal olarak dogrulaniyor
goriilse de Ornek yetersizliginden istatistiksel anlamliliga ulagilamamistir (Sekil
4.14.). Ay sekilde kemik iligindeki monosit dengesi de HIS48 monositler lehine
kaymustir (Sekil 4.15.). Bu nedenle sadece monositler i¢inde incelendiginde HIS48"
monositlerde  goriillen azalma  diger monosit grubunun  birikiminden
kaynaklanmalidir.

Timorlic  hayvanlarin  periferik  kanindaki HIS48" monositler saglikli
hayvanlarla benzer, %20-30 seviyelerindedir (Sekil 4.13). Notrofil artisindan
kaynaklanabilecek bir miktar diisiis HIS48  monositler i¢in de gecerli olabilse de
istatistiksel degisim yoktur. Kandan izole edilebilen total HIS48™ monosit sayis1 ise

iki kattan fazla artis gostermistir (Sekil 4.14.). Ancak monositlerin dengesinde bir
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degisim gorinmemektedir (Sekil 4.15.). Beklenildigi gibi kandaki monosit
dengesinin degismeden kalmasi her iki alt grubunda sayilarinda benzer artislar
olmasi ile miimkiin olmustur. Notrofil sayilarindaki gorece daha yiiksek olan artig ise
tiim myeloid hiicreler igerisinde monositlerin oranlarinda diisiis etkisi yaratmaktadir.

Sonug olarak tiimorli hayvanlarin periferik kaninda tiim myeloid hiicrelerde artis

olmustur.
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Sekil 4.13. HIS48™ monositlerin tiim myeloid hiicreler i¢cindeki oranlari.

HIS48 monositlerin farkli dokulardaki dagilimlarinin karsilastirilmasi. Noktalar,
bagimsiz deney sonuglarini temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri standart
hata ile gosterilmistir. KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel

anlamhiliklar i¢in, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik

olmadigin1 gdsterir.

Kontrol sigan dalagindaki myeloid hiicrelerin yarisint HIS48 monositler
teskil etmekte iken tiimorlii hayvanlarda nétrofil birikimi sonucu diger monosit
grubuna benzer bir diisiis tespit edilmistir (Sekil 4.13). Ancak dalaktaki HIS48"

monositler de HIS48" eslenikleri gibi anlamli bir degisim gdstermemistir (Sekil
4.14., Sekil 4.15.)
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Sekil 4.14. FACS izolasyonu ile elde edilen HIS48 monosit sayilari.

Noktalar, bagimsiz deney sonuglarini temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri
gosterilmistir.  KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel
anlamhiliklar i¢in, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik

olmadigini gosterir.
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Sekil 4.15. HIS48 monositlerin tiim monositler igindeki oranlari.

Tiim monositler iginde HIS48 alt-grubun oranlari. Noktalar, bagimsiz deney
sonuclarint temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri standart hata ile
gosterilmistir.  KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel
anlamhiliklar i¢in, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik

olmadigini gosterir.
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4.4.4. Farkh Dokulardaki Dagilimlar Aras iliskiler

Ayni dokularda bulunan hiicre yiizdeleri birbirini tamamlayic1 olarak
etkilediginden farkli dokulardaki hiicresel birikimlerin birbirleri ile olan iligkilerine
pearson korelasyon testleri ile bakilmistir. En anlamhi ve giiglii iligki dalaktaki
ndtrofil akiimiilasyonu ile kandaki HIS48+ monositlerin arasinda ve ters yonliidiir
(Sekil 4.16). Bir diger deyisle dalakta notrofil birikimi ile birlikte kandaki HIS48+
monositlerin MHC sinif II ekspresyonlar1 diismektedir. En giiclii ikinci iliski yine
dalak ile kan arasindadir ve dalak HIS48+ monositlerini ve kan nétrofillerini
kapsamnaktadir. Buna gore kandaki noétrofil birikimi dalaktaki HIS48+ monosit
birikimi ile iliskili gériinmektedir (Sekil 4.16). Orta giicteki son iligki de kemik iligi
ve kan notrofilleri arasinda tespit edilmistir (Sekil 4.16). Ayrica periferik kan ve
dalak notrofil oranlar1 bazi tiimdrlii hayvanlarda yiiksek derecede iligkili goriintirken
bir grup tiimorlii hayvanda dalak nétrofillerindeki yiiksek birikimin periferik kandan
bagimsiz oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.16). Dolasimda ve dalaktaki noétrofil
artiglarinin  timorli hayvanlardaki giiglii iligkisi goriilmektedir. Daire ile isaretli

hayvanlarda dalaktaki ndtrofil artis1 periferik kandan bagimsizdir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Myeloid alt grup hiicre oranlarinin farkli dokular arasi korelasyonlart.

A) Hayvanlarin dalak nétrofil ve HIS48"™ MHC smif II" monosit oranlarina gore

dagilimlar1 (r=-0.979; p<0,000 n=7). B) Hayvanlarin kan nétrofilve dalak HIS48"

monosit oranlarina gére dagilimlari (r=0.783; p=0,004 n=11). C) Hayvanlarin kan ve

kemik iligi notrofil oranlarma gore dagilimlari (r=0.638; p=0,019 n=13). D)

Hayvanlarin periferik kan ve dalak notrofil dagilimlari. Korelasyonlar sadece

tiimdrli hayvanlar i¢in hesaplanmistir. Transformasyon uygulanmamustir ve ¢izgiler

sirastyla dogrusal, logaritmik ve bi-exponansiyel regresyon denklemlerini gosterir.
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4.5. islevsel Analizler

Farklt dokulardaki myeloid hiicre gruplarinin fonksiyonel 6zelliklerinin
karsilastirilmast icin saflastirilmalar1 gerekmektedir. Bu amagla kullanilan akim
sitometrik hiicre ayrimlama teknigi tlimorlii hayvanlarda sayilart artmis olan myeloid
hiicreleri izole etmek i¢in kismen yeterli olsa da saglikli hayvanlarin total hiicre
popiilasyonlar1 igerisindeki seyreklikleri uygulanabilirlikten uzak ayrim siirelerine
yol agmaktadir. Bu nedenle akim sitometrik ayrimlama oncesinde ikili dansite
gradienti uygulanarak myeloid hiicre yogunluklart arttirilmistir (Sekil 4.17.). Buna
gore, kontrol hayvan periferik kaninda tiim hiicreler icerisinde %25 civarinda olan
myeloid hiicre oran1 %45 seviyelerine, dalakta ise %10 civarinda olan myeloid hiicre

oranlar1 %50 oranlarina ¢ikarilmistir.
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Sekil 4.17. Ikili dansite gradienti uygulamasi ile myeloid hiicre kazanimi.
Kontrol sican periferik kanindaki A) toplam myeloid hiicre orani, B) Dansite
gradientinin sematik gdsterimi, C) 1,077 gradientindeki myeloid hiicre orani, D)

1,119 gradientindeki myeloid hiicre oranlari.
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4.5.1. Proliferasyon Analizleri ile Baskilamanin Tespiti

Dansite gradienti sonrasinda elde edilen iki farkli fraksiyonun baskilayici
ozellikleri proliferasyon testi ile degerlendirilmistir. Saglikli kontroller ve tiimorlii
hayvanlarin dalaklarindan izole edilen myeloid hiicrelerin farkli dansite gradienti
fraksiyonlar1 conalbumin immiinize hayvanlarin splenositleri (CIR-SPL) ile antijen
varliginda kiiltire alinmistir. Elde edilen sonuglar kontrol hayvanlarin her iki
gradientinin de proliferasyonda diisiisten ziyade artisa neden olduklarin1 gosterirken,
timorlii hayvan splenositlerinin yalnizea 1,119 fazi baskilayicidir (Sekil 4.18.). Bu
sonuca istinaden devam eden tiim fonksiyonel deneylerde myeloid hiicrelerin yogun
olarak bulundugu 1,119 gradienti hiicreleri kullanilmislardir. Ayrica, 1,1119
gradienti hiicrelerinin ko-kiiltiirlerdeki oranlar1 arttikga proliferasyon diisiis

gostermektedir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.18. Farkli dansite fraksiyonlarina ait dalak hiicrelerinin proliferasyona
etkileri. Conalbumin immiinize hayvan splenositleri (CIR-SPL) ile kontrol ve
timorlii hayvan splenositlerinin antijen varliginda ko-kiiltiirlerinin proliferasyona
etkileri.  Ko-kiltir  proliferasyonlarinin ~ yalnizca ~ CIR-SPL  hiicrelerinin
proliferasyonlarina oranlar1 gdsterilmistir. DLK: Dalak. Istatistiksel anlamliliklar
icin, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigin

gosterir.
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Sekil 4.19. Kokiiltiirlerde baskilayici hiicre titrasyonlari ve proliferasyona etkileri.

Dalaktan izole edilmis hiicrelerin 1,119 gradientine ait fraksiyonlar1 artan oranlarda
CIR-SPL ile birlikte kiiltiire almmuslardir.1/1 oraninda her iki hiicre grubundan 5x10*

hiicre bulunmaktadir.

Myeloid alt-popiilasyonlarinin baskilayic1 potansiyellerini degerlendirmek
icin FACS ile saflastirilmis 1,119 gradienti hiicreleri CIR-SPL ile antijen varliginda
96 saat ko-kiiltiirlere alinmuslardir. CFSE analizi (Sekil 4.23.) ile elde edilen CD4" T
hiicre proliferasyonu sonuglara gore;

1. Kiiltir ortamima eklenen higbir myeloid hiicre grubu proliferasyonu bazal
seviyenin lizerine ¢ikaramamustir (Sekil 4.20-22).

2. En yiiksek proliferasyon kontrol hayvan nétrofilleri ve HIS48- monositleri ile
yapilan kiiltiirlerde elde edilmistir (Sekil 4.22.) En diisiik proliferasyon HIS48+
monosit kiiltiirleri ile ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.21).

3. Istatistiksel olarak anlamli baskilama sadece tiiméorlii periferik kan ve dalak
notrofillerinde tespit edilmistir. En yiliksek baskilama tiimorlii hayvan dalak

notrofillerinde goriilmektedir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. Kontrol ve tiimorlii hayvan nétrofillerin proliferatif etkileri.

Nétrofiller ile yapilan ko-kiiltiirlerin CD4" T hiicre proliferasyon oranlari
gosterilmistir. Kontrol ve tiimorlii hayvanlardan saflagtirilan 25x10° efektor myeloid
hiicre 1x10° CIR-SPL hiicresi ile kiiltiire edilmistir. Ko-kiiltiir proliferasyonlarinin
pozitif kontrol proliferasyonlarina oranlar1 gosterilmistir. Noktalar, bagimsiz deney
sonuclarint temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri standart hata ile
gosterilmistir.  KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel
anlamliliklar i¢in, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik

olmadigini gosterir.
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Sekil 4.21. HIS48+ monositlerin proliferatif etkileri.
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HIS48+ monositler ile yapilan ko-kiiltiirlerin CD4" T hiicre proliferasyon oranlari
gosterilmistir. Kontrol ve tiimérlii hayvanlardan saflastirilan 25x10° efektdr myeloid
hiicre 1x10° CIR-SPL hiicresi ile kiiltiire edilmistir. Ko-kiiltiir proliferasyonlarinin
pozitif kontrol proliferasyonlarina oranlari gosterilmistir. KI: Kemik iligi, PK:
Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel anlamliliklar icin, * P < .05, ** P < .01, ***

P <.001, n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigini gosterir.
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Sekil 4.22. Kontrol ve tiimorlii hayvan HIS48- monositlerin proliferatif etkileri.

HIS48- monositler ile yapilan ko-kiiltiirlerin CD4" T hiicre proliferasyon oranlari
gosterilmistir. Kontrol ve tiimérlii hayvanlardan saflastirilan 25x10° efektdr myeloid
hiicre 1x10° CIR-SPL hiicresi ile kiiltiire edilmistir. Ko-kiiltiir proliferasyonlarinin
pozitif kontrol proliferasyonlarina oranlar1 gdsterilmistir. Noktalar, bagimsiz deney
sonuclarint temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri standart hata ile
gosterilmistir.  KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel
anlamhiliklar i¢in, * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel anlamlilik

olmadigin1 gdsterir.
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Sekil 4.23. Kontrol ve tlimorlii nétrofill kiiltiirlerinin CFSE histogramlari.
Temsili CFSE analizi ile kontrol ve timdrlii hayvan dalak nétrofil ko-kiiltiirlerinin

CD4" T hiicre proliferasyonu karsilastirmast.

4.5.2.Baskilamada Rol Oynayan Mekanizmalarin incelenmesi

Myeloid hiicre alt-gruplarimin  baskilayicilikla iligkili olabilecek diger
ozellikleri incelenmistir. Bunlar sirasiyla kiiltiir oncesi ko-stimulatér molekiil
ekspresyonu diizeyleri, fagositoz kapasiteleri ve reaktif oksijen tiirevi sentezleri ile
kiiltiir sonrasinda siipernatandaki nitrik oksit iiretiminin bir belirteci olan nitrit

seviyelerinin incelenmesidir.

Kostimiilator Molekiil Ekspresyonu ve Antijen Sunumu Kapasitesi

Myeloid hiicre alt-gruplarmin MHC smuf II veya CDS80 pozitif hiicre
yiizdeleri karsilastirtlmistir. Notrofillerin MHC smif II ve CD80 ekspresyonlart ¢ok
diisiik seviyelerdedir ve farklilk goriilmemistir. Saglikli sican HIS48" monosit
popiilasyonu, kemik iligi ve dalak arasinda kademeli bir MHC smnif II pozitifligi
sergilemektedir (Sekil 4.24.) ve MHC smif II pozitif HIS48" monositler tiimérlii
hayvanlarin periferik kanlar1 ve dalaklarinda anlamli olarak azalmistir (Sekil 4.24.).

Kemik iligindeki HIS48- monositler dalaktaki eslenikleri ile benzer oranlarda
MHC simf II pozitifligi ve tiim diger dokulardan yiliksek CD80 pozitifligi
barmdirmaktadirlar (Sekil 4.25.-27.). Tiimorlii ve saglikli hayvanlar arasinda CD80
eksprese eden monosit yiizdeleri agisindan bir farklilik goériilmemistir (Sekil 4.26.-

27.).
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Sekil 4.24. HIS48" monositlerin MHC sinif II ekspresyonlar.

HIS48" monositlerin MHC sinif II pozitif hiicre oranlar1 karsilastirilmstir.

Noktalar, bagimsiz deney sonuclarini temsil etmektedir, gruplarin ortalama degerleri

standart hata ile gosterilmistir.

KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak.

Istatistiksel anlamliliklar; * P < .05, ** P < .01, *** P < .001, n.s: istatistiksel

anlamlilik olmadigini gosterir.
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Sekil 4.25. HIS48 monositlerin MHC sinif II ekspresyonlari.

HIS48" monositlerin MHC simif II pozitif hiicre oranlar1 karsilastirilmistir. KI:
Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel anlamliliklar; * P < .05, **

P <.01, *** P <.001, n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigin1 gosterir.
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Sekil 4.26. HIS48" monositlerin CD80 ekspresyonlar.

HIS48" monosit gruplarmin CD80 pozitif hiicre oranlari gdsterilmistir HIS48"
monosit gruplarinin MHC sinif II pozitif hiicre oranlar1 karsilastirilmistir. KI: Kemik
iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. [statistiksel anlamliliklar; * P < .05, ** P < .01,

k% P <.001, n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigini gosterir.
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Sekil 4.27. HIS48 monositlerin CD80 ekspresyonlart.

HIS48" monosit gruplarinin CD80 pozitif hiicre oranlart gosterilmistir HIS48
monosit gruplarinin MHC sinif 11 pozitif hiicre oranlar1 karsilastirilmistir. KI: Kemik
iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel anlamliliklar; * P < .05, ** P < .01,

*#%k P <.001, n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigini gosterir.
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Fagositoz Kapasitelerinin Degerlendirilmesi

Hiicrelerin fagositoz yeteneklerini degerlendirmek icin 2um'lik lateks
fluoresan parcaciklar kullanilmistir. Pargaciklarin 1s1malarina gore fagositoza katilan
hiicre oranlar1 ve 1gima giiciine gore alinan pargacik miktarlart karsilastirilmistir
(Sekil 4.28.). Notrofiller en az fagositoza katilan gruptur (Sekil 4.29., 32.). HIS48+
monositlerin tiim dokularda %30'dan fazlas1 fagositoza katilir ve en fazla miktarda
pargacik alirlar (Sekil 4.30., 33.). En yiiksek fagositoza katilim oran1 ve kapasitesine
sahip hiicre grubunu periferik kan HIS48+ monositleri olusturmaktadir (Sekil 4.30.,
33.). HIS48- monositlerin yaklasik onda biri fagositoza katilir ve kapasiteleri
HIS48+ monositlerden daha diistiktiir (Sekil 4.31., 34.). Timoérli ve saglikh
hayvanlar arasinda fagositoz acisindan tek istatistiksel farklilik dalak HIS48-
monositlerinde goriilmektedir (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.28. Fagositoz analizlerinin dagilim ve histogramlari.
A) Fagositoza katilan hiicre oranlar tespitinin gosterimi. B) Fagositoza katilmis

hiicrelerin fagositoz kapasitelerinin bead fluoresan yogunluguna gore gosterimi.
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Sekil 4.29. Notrofil gruplarinin fagositoza katilim oranlari.

Farkli dokulardaki notrofil gruplarinin fagositoza katilan hiicre oranlari. KI: Kemik

iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigin1 gosterir.
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Sekil 4.30. HIS48+ monosit gruplarinin fagositoza katilim oranlari.

Farkli dokulardaki HIS48+ monosit gruplarinin fagositoza katilan hiicre oranlari. KI:

Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigini

gosterir.
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Sekil 4.31. HIS48- monosit gruplarinin fagositoza katilim oranlari.
Farkli dokulardaki HIS48- monosit gruplarinin fagositoza katilan hiicre oranlar1. KI:
Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. Istatistiksel anlamliliklar; * P < .05, **

P <.01, *** P <.001, n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigin1 gosterir.
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Sekil 4.32. Notrofil gruplarinin fagositoz kapasiteleri.
Fagositoza katilmis HIS48- monosit gruplarmin fagositoz kapasitelerini belirten
hiicre basina ortalama parcacik 1igimalari. KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK:

Dalak. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigin1 gosterir.
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Sekil 4.33. HIS48+ monosit gruplarinin fagositoz kapasiteleri.
Fagositoza katilmig HIS48+ monosit gruplarinin fagositoz kapasitelerini belirten
hiicre basina ortalama parcacik 1simalari. KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK:

Dalak. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigin1 gosterir.
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Sekil 4.34. HIS48- monosit gruplarinin fagositoz kapasiteleri.
Fagositoza katilmis HIS48- monosit gruplarmin fagositoz kapasitelerini belirten
hiicre basgina ortalama parcacik 1gimalari. KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK:

Dalak. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigin1 gosterir.
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ROS analizleri

FACS saflagtirmalarindan hemen sonra myeloid hiicreler, H,DCF-DA ile
inkiibe edilmislerdir. ROS seviyeleri fluorometrik olarak belirlenmistir (Sekil 4.35.).
Hig¢bir myeloid hiicre grubunun ROS diizeyleri tiimdrlii hayvanlarda anlamli bir
degisim gostermemistir (Sekil 4.36.-38.). Ancak tiimorlii hayvan noétrofillerinde
ylksek varyasyon goriilmektedir ve bazi orneklerde 3 kati gecen artislar tespit
edilmistir (Sekil 4.36.). Notrofillerin ROS sentezleri HIS48+ monositlerin seviyeleri
ile benzer diizeydedir (Sekil 4.37.). Reaktif oksijen bileseni iiretimleri konusunda en
net yargiya varilabilen grup HIS48- monositlerdir ve ¢ok diisiik seviyelerde ROS
iiretimi yapmaktadirlar (Sekil 4.38.).
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Sekil 4.35. Myeloid alt gruplarin H,DCF-DA histogramlari.
Timorli  hayvan periferik kanindaki 3 farkli  hiicre grubunun FACS
saflagtirmalarindan hemen sonraki ROS seviyelerinin karsilastiriimasi. ROS diizeyi,

H,DCF-DA ile inkiibasyonlar1 sonrasi fluorometrik olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.36. Notrofil gruplarinin ROS diizeyleri.
Farkli dokulardan izole edilen nétrofillerin H,DCF-DA 1g1masi1 ortalamalaridir. KI:
Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigini

gosterir.
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Sekil 4.37. HIS48+ monositlerin ROS diizeyleri.
Farkli dokulardan izole edilen HIS48+ monositlerin H,DCF-DA 1s1masi
ortalamalaridir. KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. n.s: istatistiksel

anlamlilik olmadigini gosterir.
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Sekil 4.38. HIS48- monositlerin ROS diizeyleri.
Farkli dokulardan izole edilen HIS48- monositlerin H,DCF-DA 1simasi
ortalamalaridir. KI: Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. n.s: istatistiksel

anlamlilik olmadigin1 gosterir.

Nitrik Oksit Analizleri

96 saat ko-kiiltiir sonrasinda hiicre gruplarinin nitrik oksit {iretimi, kiiltiir
siipernatanindaki nitrit seviyeleri Griess reaksiyonu ile 6l¢iilerek degerlendirilmistir.
Tiimorlii ve sagliklt hayvanlar arasinda higbir hiicre grubunda anlamli NO- iiretimi
farki tespit edilmemistir (Sekil 4.39.-41). En yiiksek nitrik oksit iiretiminden HIS48"
monositler sorumludur ve 6rneklerdeki varyasyon yiiksektir (Sekil 4.40.). Timorlii
hayvanlarin kemik iligi ve dalak noétrofilleri anlamlilia ulagsmayan artis egilimi
sergilemektedir (Sekil 4.39.) ancak genel olarak HIS48- monositlere benzer bazal
seviyelerde NO- iiretmektedirler (Sekil 4.41.).
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Sekil 4.39. Notrofil ko-kiiltiirlerinin nitrik oksit seviyeleri.

Farkli dokulardan izole edilen noétrofillerin 96 saat ko-kiiltiir sonrasinda
stipernatandaki nitrit diizeyleri Griess reaksiyonu ile kolorimetrik olarak dl¢iilmiistiir.
Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. ns: istatistiksel anlamlilik olmadigini

gosterir.
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Sekil 4.40. HIS48+ monosit ko-kiiltiirlerinin nitrik oksit seviyeleri.

Farkli dokulardan izole edilen HIS48+ monositlerin 96 saat ko-kiiltiir sonrasinda
stipernatandaki nitrit diizeyleri Griess reaksiyonu ile kolorimetrik olarak Sl¢lilmistiir.
Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. ns: istatistiksel anlamlilik olmadigini

gosterir.
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Sekil 4.41. HIS48- monosit ko-kiiltiirlerinin nitrik oksit seviyeleri.

Farkli dokulardan izole edilen HIS48- monositlerin 96 saat ko-kiiltlir sonrasinda
stipernatandaki nitrit diizeyleri Griess reaksiyonu ile kolorimetrik olarak 6l¢iilmiistiir.
Kemik iligi, PK: Periferik kan, DLK: Dalak. ns: istatistiksel anlamlilik olmadigini

gosterir.

ELISA

Tiimorlii hayvanlardan izole edilen myeloid hiicre gruplari ile yapilan ii¢
bagimsiz ko-kiiltiir deneyinden elde edilen siipernatanlar esit miktarlarda bir havuzda
toplanmistir. ELISA yontemi ile baskilama ile iligkili olabilecek pro-inflamatuar
TNF-a ve IL-6 ile anti-inflamatuar IL-10 ve TGF- B sitokin seviyeleri incelenmistir.
Ek olarak, sakrifikasyondan hemen 6nce hayvanlarin kanlarindan izole edilip -80
C°de saklanan serum Orneklerinin de TNF-a, IL-6, IL-10 ve TGF- §
konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Bu boliimde sitokinlere gore elde edilen sonuglar

belirtilecektir.

TNF-a

TNF-a iiretimi en ¢ok tiimorlii hayvanlarin dalak HIS48- monositleri ile
kemik iligi HIS48+ monositlerini igeren kiiltiirlerde olmaktadir. Dalaktaki HIS48-
monositler, yaklasik 6pg/ml TNF-a iireterek 1,5 pg/ml diizeylerindeki kemik iligi
HIS48+ monositlerinden 3 kat daha fazla TNF-a sentezine neden olmuslardir. Dalak,
kemik iligi ve periferik kandan izole edilmis olan nétrofiller ile kan ve dalaktan izole

edilmis HIS48+ monositler ile kemik iligi ve kandan izole edilmis HIS48-
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monositlerin TNF-o iiretimleri bazal olarak 50-100 pg/ml seviyelerinde tespit
edilmistir (Sekil 4.42.).

Buna ek olarak hem 11 kontrol hem de 11 tiimoérlii hayvan serumunda yapilan
incelemelerde de iist sinir1 100 pg/ml olan TNF-a konsantrasyonlar: tespit edilmis,
iki grup ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig1

gosterilmistir (Sekil 4.43.).
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Sekil 4.42. Tiimdrlii hayvan myeloid hiicre ko-kiiltiirlerinin TNF-a seviyeleri.

96 saat CIR-SPL ile kiiltiire edilen myeloid hiicrelerin kiiltiir slipernatanlarindaki
TNF-a konsantrasyonlar1 gosterilmektedir. A) Notrofiller, B) HIS48+ monositler, C)
HIS48- monositlerin farkli dokulardan izole edilmis gruplarini gostermektedir.
Stipernatanlar 3 bagimsiz deneyden elde edilmis ve esit miktarlarda bir havuzda

toplanmiglardir. Barlar duplike kuyularin ortalama sonuglarini géstermektedir.
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Sekil 4.43. Saglikli ve tiimorlii hayvan serumlarinin TNF-a seviyeleri.
Timorlii ve kontrol hayvanlarin  serumlarindaki TNF-oa  konsantrasyonlar

gosterilmistir. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigin1 gosterir.

IL-6

IL-6 iiretimi de yine en ¢ok tiimorlii hayvanlarin dalak HIS48- monositleri ile
kemik 1iligi HIS48+ monositlerini igeren kiiltiirlerde olmaktadir. KI HIS48+
monositleri, 3pg/ml seviyelerine yaklasan IL-6 {retimleri ile 0,5pg/ml
seviyelerindeki dalak HIS48- monositlerinden yaklasik 4 kat fazla IL-6 sentezine
neden olmuslardir (Sekil 4.44.). Dalak, kemik iligi ve periferik kandan izole edilmis
olan nétrofiller; kan ve dalaktan izole edilmis HIS48+ monositler ile kemik iligi ve
kandan izole edilmis HIS48- monositlerin IL-6 iiretimleri 50 pg/ml seviyelerinin
altinda ol¢iilmiistiir (Sekil 4.44.).

Serum IL-6 diizeyleri karsilagtirilan 10'ar adet kontrol ve tiimorlii hayvanda
da ortalama IL-6 konsantrasyonlart bazal 50-100pg/ml diizeylerindedir. Kontrol
grubundaki 3 hayvanda 200pg/ml'ye yaklasan artiglar goriilse de bu durum iki grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmamustir (Sekil 4.45.).
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Sekil 4.44. Timorli hayvan myeloid hiicre ko-kiiltiirlerinin IL-6 seviyeleri.

96 saat CIR-SPL ile kiiltiire edilen myeloid hiicrelerin kiiltiir siipernatanlarindaki IL-
6 konsantrasyonlar1 gosterilmektedir. A) Notrofiller, B) HIS48+ monositler, C)
HIS48- monositlerin farkli dokulardan izole edilmis gruplarini gostermektedir.
Stipernatanlar 3 bagimsiz deneyden elde edilmis ve esit miktarlarda bir havuzda

toplanmislardir. Barlar duplike kuyularin ortalama sonuglarini géstermektedir.
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Sekil 4.45. Saglikli ve tiimdrli hayvan serumlarinin IL-6 seviyeleri.
Timorli  ve kontrol hayvanlarin  serumlarindaki IL-6  konsantrasyonlari

gosterilmistir. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigini gosterir.

IL-10

IL-10 seviyeleri i¢cinde IL-6 iiretimine benzer sonuc¢lardan bahsedilebilir.
HIS48+ kemik iligi monositleri 0,75pg/ml ile 0,3pg/ml IL-10 konsantrasyonlarindaki
HIS48- dalak monosit kiiltiirlerinden 2 kat fazla IL-10 sentezine neden olmus
goriinmektedirler (Sekil 4.46.). IL-6 ve IL-10 i¢in tiim diger doku ve gruplarda bazal
seviyelerde iiretim gézlenmistir. Dalak, kemik iligi ve periferik kandan izole edilmis
olan nétrofiller ile kan ve dalaktan izole edilmis HIS48+ monositler ile kemik iligi ve
kandan izole edilmis HIS48- monositlerin IL-10 iiretimleri bazal olarak 50-100
pg/ml seviyelerinde tespit edilmistir (Sekil 4.46.).

Ayrica, 9 kontrol ve 10 tiimdrlii hayvan serum orneklerinde de 100 pg/ml
civarinda IL-10 tespit edilmis olup iki grup arasi ortalamalar ve dagilim hemen

hemen aynidir (Sekil 4.47.).
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Sekil 4.46. Tiimorlii hayvan myeloid hiicre ko-kiiltiirlerinin IL-10 seviyeleri.

96 saat CIR-SPL ile kiiltiire edilen myeloid hiicrelerin kiiltiir slipernatanlarindaki IL-
10 konsantrasyonlar1 gosterilmektedir. A) Notrofiller, B) HIS48+ monositler, C)
HIS48- monositlerin farkli dokulardan izole edilmis gruplarini gostermektedir.
Siipernatanlar 3 bagimsiz deneyden elde edilmis ve esit miktarlarda bir havuzda

toplanmislardir. Barlar duplike kuyularin ortalama sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 4.47. Saglikli ve timdrlii hayvan serumlarinin IL-10 seviyeleri.
Timorli  ve kontrol hayvanlarin  serumlarindaki IL-10  konsantrasyonlari

gosterilmistir. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigini gosterir.

TGF-p

TGF-B iiretiminde ise farkli bir dagilim s6z konusudur. Tiim HIS48+ monosit
kiltiirleri 0,6pg/ml iistiindeki konsantrasyonlar ile diger hiicre gruplarindan daha ¢ok
TGF-p tiretimine katki yapmaktadirlar (Sekil 4.48.). En yliksek TGF-B seviyesi ise
1pg/ml civarindaki dalak HIS48+ monosit kiiltlirlerinden elde edilmistir. Bu duruma
paralel olarak dalaktan izole edilen nétrofil ve HIS48- monositler de kan ve kemik
iligindeki esleniklerinden daha yiiksek TGF-f iiretimlerine yol agmiglardir (Sekil
4.48.).

Serum orneklerinde en yliksek konsantrasyonlarda bulunan sitokini yaklagik
50pg/ml diizeyleri ile TGF- olusturmaktadir. Ancak beklenildiginin aksine tlimorlii
hayvan serumlarindaki TGF-f diizeyleri kontrol hayvanlardan istatistiksel olarak

anlaml farklilik igermemektedir. (Sekil 4.49.).



86

TGF-p
A) B) .
Notrofiller HIS48+ monositler
1200- 1200-
1000- 1000-
E 800- £ 800-
(2] [o2]
Qo Qo
« 600 = 600
W W
O 400+ O 400-
- =t
200- 200-
0- 0-
Kl PK DLK Kl PK DLK

C)

1200+

HIS48- monositler

1000+

[

o

o
1

TGF-B pg/ml
(=23
S

400
200+

Kl PK DLK

Sekil 4.48. Tiimorlii hayvan myeloid hiicre ko-kiiltiirlerinin TGF- seviyeleri.

96 saat CIR-SPL ile Kkiiltire edilen myeloid hiicrelerin kiiltir TGF-$
konsantrasyonlar1 gosterilmektedir. A) Nétrofiller, B) HIS48+ monositler, C) HIS48-
monositlerin farkli dokulardan izole edilmis gruplarini gostermektedir. Siipernatanlar
3 bagimsiz deneyden elde edilmis ve esit miktarlarda bir havuzda toplanmislardir.

Barlar duplike kuyularin ortalama sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 4.49. Saglikli ve tiimorlii hayvan serumlarinin TGF- seviyeleri.
Tiimorli ve kontrol hayvanlarin  serumlarindaki TGF-B  konsantrasyonlari

gosterilmistir. n.s: istatistiksel anlamlilik olmadigini gosterir.

Serum Sitokin Diizeyi Korelasyonlar

Serum sitokin dgzeylerinin birbirleri ile korelasyon igerisinde oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle TNF-o, IL-6 ve TGF- B arasinda giiclii iliskiler bulunurken, IL-
10 ile TNF-a ve TGF- B arasinda orta giicte bir iliski s6z konusudur (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Serum sitokin seviyesi korelasyonlart.

' Saglikli kontrolleri de igeren hesaplamalar, * Sadece tiimérlii hayvanlarda yapilan

hesaplamalar.
IL-6 IL-10 TGF-p
KI HIS48+ 'r=-0,795 p=0,003
monosit n=11
TNF-a '=10,793 p=0,000 ''=10,581 p=0,029 'r= 0,839 p=0,000
n=15 n=14 n=14
1= 0,981 p=0,000 1= 0,794 p=0,006
n=10 n=10
IL-6 '=10,762 p=0,001
n=16
’r=0,837 p=0,003
n=10
IL10 'r=0,554 p=0,026
n=16
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Ayrica serum sitokin seviyelerinin dokulardaki hiicre gruplari ile iligkisi istatistiksel
olarak incelenmistir. Elde edilen korelasyon sonuglarina gore yalnizca kemik iligi
HIS48" hiicre oranlari ile IL-10 arasinda anlamli ve giiglii bir iliski bulunmustur.
flging olarak ters yonde bulunan bu giiclii iliskide yer alan kemik iligi HIS48" hiicre
grubu ko-kiiltiirlerde en yiiksek IL-10 diizeylerini sergilemektedir (Tablo 4.3.).
Celigkili goriilen bu durum daha detayli regresyon analizleri ile agikliga
kavusturulmustur. Buna gore sigmoid bir egri denklemi uygun bulunan iliskide

monosit oranlar1 %20 iizerine ¢iktiginda IL-10 seviyeleri de artisa gegmektedir.

grup
120pg/imi—] © Kontrol
® Timarlii

100pg/mi]

80pg/mi—|

IL10

B0pa/mi—|

40pa/mi—|

20pg/ml T T T T
%5 %10 %15 %20 %25

kitotal48pos

Sekil 4.50. Serum IL-10 konsantrasyonu ile HIS48+ monosit iligkisi.
Timorli ve kontrol hayvanlarin kemik iligi HIS48+ monositleri ile serum IL-10
konsantrasyonlar1 dagilimi1 gosterilmistir. Egri, iki deger arasindaki kiibik regresyon

denklemi belirtmektedir.
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5. TARTISMA

5.1. NMU Aracihh Meme Kanseri Modeli ve Myeloid Hiicreler

N-nitroso  bilesikleri metabolik olarak ¢esitli alkilleyici ajanlara
doniistiiriildiikten sonra DNA {izerinde etkili olmaktadir (164). Intraperitoneal yol ile
NMU uygulanmasindan sonra c¢esitli dokulardaki alkilleyici ajanlarin olusumu ve
ortadan kalkis1 50 saate kadar siirebilir ve bu siire sonunda DNA'daki metillenmis
plrin oranlari en yiiksek seviyelerine g¢ikar (165). DNA'daki metillenme hasari
metilguaninmetiltransferaz (MGMT) enzimi araciliiyla tamir edilebilmektedir. Bu
nedenle MGMT aktivitesinin diisiik oldugu puberte 6ncesi immatiir meme epitel ve
bobrek hiicreleri yilksek MGMT aktivitesi tasiyan matiir esleniklerinden daha fazla
kanser gelisimi gosterirler (166). Ek olarak, peritoneal yol ile NMU enjeksiyonunun
kemik iligindeki hiicrelere de etkisi oldugu gosterilmistir ve fare ve siganlarda
l6kopeni, immiin cevaplarda azalma ve graft toleransina yol agmaktadir (167-169).
Bu nedenle periferik kan, uyguladigimiz NMU enjeksiyonlarinin myeloid hiicrelerde
farkli zamanlarda olusturabilecegi DNA hasarlarint incelemek ic¢in uygun bir
dokudur (163). Comet analizi sonuglar1 da son NMU enjeksiyonlardan 24 saat sonra
isaret ettigi yliksek DNA fragmantasyonu ile periferik kandaki NMU etkisini
gostermistir.  Sonuglara gore 1 ay sonra lokositlerin DNA hasar1 diizeyleri hig
enjeksiyon yapilmamis kontrol hayvanlarin seviyelerine gerilemistir. NMU'nun
viicuttaki etkinligi en fazla 50 saat oldugundan ve sican myeloid hiicreleri normal
sartlarda dolasimda maksimum 6 giin kaldiklarindan bu sonucun nedeni kemik
iligindeki DNA hasarinin zaman igerisinde onarilmasi ya da I6kopeni bulgularinin da
gosterdigi gibi hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi olabilir (167,170). Ancak
sonradan bahsedilecegi gibi, yapilan hiicresel dagilim analizlerimizde bir
l6kopeniden ziyade myeloid seride artis goze carpmaktadir. Bu da uygulamanin
hemen ardindan 16kopeni olmus olsa bile NMU enjeksiyonundan en az 42 giin sonra
bu durumun ortadan kalktigin1 gostermektedir. NMU aracili sican meme kanserleri,
duktal koken, histopatoloji, agresiflik ve metastaz kapasitesi ile Ostrojen bagimlilig
ve total gen ekspresyon profilleri ile Ostrojen reseptorii pozitif insan meme

kanserlerine ¢ok biiyiikk benzerlik gostermektedir (144-147). Bu nedenle
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calismamizda tespit edilmis olan hiicre gruplar1 arasindaki degisimlerin insan meme
kanserlerinde de benzer profiller sergilemesi beklenmektedir.

Daha 6nce meme kanseri hastalarinda yapilan MDSC analizleri oldukga
siirli sayidadir. Bu ¢alismalarda graniilosit ya da monositik alt-tipleri belirtilmemis
olsa da immatiir myeloid hiicrelerin sayilarinda artis oldugu ve bu hiicrelerin T hiicre
yanitlarini baskilama kapasitesinde olduklar1 gosterilmistir (104,171). Ek olarak, evre
I/Il meme kanserlerinde periferik kanda %1,96 olan MDSC oranlar1 evre III ve IV'de
strastyla 9%2,46 ve %3,77'ye ¢ikmis, bir¢ok organ sisteminin dahil oldugu evre IV
hastalarda ise 4,37 olarak bulunmustur. Ilging bir sekilde baz1 evre IV hastalarda
%25 tlizerinde MDSC oranlan tespit edilmistir (171). Meme kanserlerinde MDSC
oranlarinin prognostik deger tasidigi ve doxorubicin + siklofosfamid terapisi ile
MDSC seviyelerinin arttis1 da bulgular arasindadir (172). Insandaki meme kanserine
benzerligi bahsedilmis olan NMU- aracili sigan meme kanseri modelinde de myeloid

hiicrelerin birikimleri beklenmektedir.

5.2. Kanserde Myeloid Hiicrelerin Degisimleri

5.2.1. Sican Notrofilleri

Calismamizda meme tiimorii tasiyan hayvanlarin periferal dolasim ve
dalaklarinda 10 kata kadar varan notrofil artiglar tespit edilmistir. Bu, 4T1 fare
modelinde de goriilen graniilositik MDSC birikimleri ile NMU aracili sican meme
tiimorii modelinde daha dnce tespit edilen notrofil birikimleri ile uyumlu bir veridir
(150,173). Ancak tiimorlii sicanlardaki notrofil oranlar1 yiiksek varyasyon
gostermektedir. Bu durum, tiimor boyutlar1 ile korele olmasa da meme kanseri
hastalarindaki gibi farkli organ tutulumlar1 veya evreler ile bagintili olabilir (171).

Periferik kan ve dalakta artan notrofil oranlari ise tiimorli sicanlarda da
farelerdeki gibi artan hematopoez kaynakli olmalidir (71). Ancak, tiimorli hayvan
kemik iligi noétrofil oranlarinda kontrol hayvanlardan farkli bir durum
gdzlenmemistir. Bunun nedeni yeni gelisen immatiir ndtrofillerin tiimér kaynakl
kemotaktik gradiente uygun sekilde hizla dolasima gecisleri olabilir. Bu teoriyi
destekler sekilde, kemik iligi nétrofil oranlarindaki kiiglik degisiklikler periferik kan

notrofillerinde daha biiyiik dlgekteki degisimlere neden olmaktadir. Benzer olarak
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timorlii hayvanlarin periferik kan ve dalak nétrofil oranlari da birbirleri ile korele
goriinmektedirler. Bu durum da dalaktaki nétrofillerin periferik kandan gdogtiikleri
sonucuna varmamiza neden olmustur. Ancak bir grup tiimdrli hayvanin dalak
notrofil seviyeleri periferik kan nétrofilleri ile uyumsuzdur ve bu hayvanlardaki
dalak nétrofillerinin bir kisminin kandan go¢ etmedigi seklinde yorumlanabilir.
Ozetle, fakli tiimorlii hayvanlarin nétrofil oranlarinda gésterdikleri yiiksek
varyasyona ragmen ayni hayvanlardaki nétrofil dagilimlarinin farkli dokular arasinda
bagintili olusu 4T1 fare ¢aligmasinin da isaret ettigi tlimoriin karakterine gore salinan

faktorlere bagl olabilir (173).

5.2.2. Sican Monositleri

CD43" fare ve sigan monositleri ile CD16+ insan monositleri klasik dist
monositler olarak tanimlanmuslardir. Ote yandan, CD43"Y monositler daha biiyiik
morfolojide ve CCR2/7+ olup inflame dokulara gbé¢ etme kabiliyetindedir.
Inflamatuar ya da klasik monositler olarak adlandirilan sigan CD43 ' monositleri
ayrica bir diger graniilosit belirteci olan Rp-3 pozitifligi de tasimaktadirlar (155-157).
HIS48, Rp-1 ve Rp3 antikorlarmin tanidiklar1 epitoplar hakkinda heniiz bilgi
bulunmamasina karsin Rp-3 antikoru ile HIS48 antikorunun %99,4 oraninda ayni
hiicrelere baglandiklar1 gosterilmistir (153). Bu nedenle, calismamizda HIS48
pozitifligine gére tanimlanan iki farkli monosit grubu daha énce CD43 ve Rp-3 ile
tanimlanan gruplara karsilik geliyor olabilir. Dahasi, burada HIS48'e gore
gruplandirilan monositlerin FSC ve SSC 6zellikleri de CD43'e gore ayrilmis olan
gruplarm 6zellikleri ile drtiismektedir. Ozetlemek gerekirse, bu calismada HIS48" ve
HIS48" olarak tanimlanan monosit gruplar literatiirdeki sirasiyla klasik veya
inflamatuar monositler ile klasik dis1 monositleri tanimlamaktadir (155) (Tablo 5.1.).

Yapilan 3 farkli analiz de kemik iligindeki HIS48  monositlerin arttig1
yoniinde sonug verdiginden kemik iligindeki yegane degisimin HIS48 monosit artisi
oldugu soylenebilir. Periferik kan ve dalakta ise tiim myeloid hiicreler iginde
hesaplama yapildiginda, notrofillerin birikimine bagli olarak iki monosit alt-tipininde
de azalma gozlenmektedir. Bu nedenle kan ve dalak monositleri analizlerinde tiim
myeloid hiicreler i¢inden yapilan hesaplamalar dikkate alinmamistir. Bunun yerine

monositlerin alt-gruplar1 arasindaki yiizde hesaplar1 incelendiginde iki monosit grubu
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arasindaki dengenin degismedigi, kan ve dalaktan izole edilebilen toplam monosit
sayilart dikkate alindiginda ise iki monosit grubunda da artigsa isaret eden sonuglar
oldugu gozlenmistir.

Tiim monositler kemik iligindeki makrofaj/dendritik hiicre progenitdrlerinden
koken alirlar ancak dalakta her iki monosit grubunun olusturdugu bir depo soz
konusudur. Bu depodaki hiicreler bir yaralanma aninda hizla dalaktan ¢ikarak
dolasim ile inflamasyon bolgesine go¢ etmektedirler (174,175). Uyumlu bir sekilde,
calismamizdaki tiimdrli hayvan serum sitokin seviyelerinde ve dalak monositlerinde
kontrol hayvanlardan farklilik olmayis1 bu hayvanlarda sistemik bir inflamatuar yanit
eksikligine isaret etmektedir. Kanserde monositik MDSC'lerin birikimleri ise PMN-
MDSC'lerde goriilenden ¢ok daha diisiik oranlardadir ve 4T1 modelinde de
gosterilen hematapoezdeki bir artistan kdken aliyor olabilirler (71,176).
Calismamizda kemik iliginde HIS48" monositlerde bir artis tespit edilmemistir
bunun nedeni nétrofiller gibi monositlerin de tiimdriin etkisiyle hizla dolasima
katilmasi olabilir. Ancak dolasimdaki HIS48" ve HIS48™ monositlerde goriilen diisiik
seviyeli birikim hematopezdeki artis nedenli olabilir. Sasirtici olarak, inflamatuar bir
durumun yoklugunda dolasimdaki inflamatuar monositlerin kemik iligine
dondiikleri, burada klasik dis1 gruba farklilasip 3 giin igerisinde tekrar dolasima
katildiklar1 bildirilmistir (157,177,178). Buna gore tiimorlii sicanlarda da artmis
HIS48" monositlerin kemik iligine doénecegi, HIS48™ monositlere farklilasip giinler
sonra dolagima katilacagi diisiiniilebilir. Bu teori, bizim tespit ettigimiz HIS48"
monositlerin neden diger hiicrelerden farkli olarak kemik iliginde de kismi artig
gosterdigini  aciklamaktadir. Ayrica HIS48 monositler MDSC'lerin  timore
kemotaksisinde 6nemli rol oynayan CCR2 barindirmadiklarindan kemik iliginden
cikislar1 daha da gec gerceklesiyor olabilir (89).

Tiimorli hayvanlarda monositlerin MHCII ekspresyon durumlari degisim
sergilemistir. Kan ve splenik HIS48+ monositlerin MHC II pozitiflik oranlar1 ciddi
bir sekilde diislis gostermektedir. Bu durum monositik MDSC'lerin karakteristik bir
ozelligidir ve MDSC'lerin bir diger karakteristik 6zelligi olan ve immatiir myeloid
hiicreler olarak adlandirilmalarinda neden olan immatiirliige isaret etmektedir (123).
Immatiir hiicreler timor bolgelerine go¢ ederek baskilayici 6zellikteki tiimor iliskili

makrofajlara (TAM) doniismektedirler (108).
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Timorli hayvanlarin farkli dokularindaki farkli myeloid hiicre alt-gruplar
arasindaki iligkiler incelendiginde ise noétrofil birikimleri ile iliskili olarak sadece
HIS48" monosit oranlarmin degisimi goriilmiistiir. Giiglii olarak tanimlanabilecek bu
korelasyonlardan biri dalaktaki HIS48" monosit birikimi ile periferik kandaki nétrofil
birikimi arasinda, biri de periferik kandaki MHC II negatif HIS48" monosit oranlar
ile dalaktaki nétrofil birikimi arasindadir. HIS48" monosit artisina bu hiicrelerin
MHC smif II pozitifligindeki diisiis eklenince biriken hiicrelerin MHC 1II negatif
immatiir monositler ya da monositik MDSC'ler olmasi muhtemeldir. HIS48+
monositler ile notrofiller birikimi arasinda korelasyonlar tespit edilmesi, ayrica bir
grup timorli hayvanda dalaktaki nétrofil birikimlerinin periferik kandaki nétrofil
birikiminden yoksun olarak bulunmasi, artan nétrofillerin yalnizca hematopezdeki
artistan kaynaklanmayacagini diisiindiirmektedir. Bu durumu agiklayabilecek
mekanizmalar literatiirde mevcuttur ve yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip olan
MHC II negatif monositik MDSC'lerin kanda ve dalakta PMN-MDSC'lere
farklilagsarak grantilositik birikimden kismen sorumlu oldugunu gdstermektedir
(143).

Tiimorli hayvanlardaki myeloid hiicre dagilimlarinin kontrol hayvanlardan
farklarin1 kisaca Ozetlemek gerekirse; notrofiller kan ve dalakta ciddi birikimler
olusturmakta, yine kan ve dalakta HIS48" monositler diisiik seviyelerde artis
gosterirken benzer seviyelerdeki birikimler HIS48™ monositler tarafindan kemik iligi

ve kanda gosterilmektedir.

5.3. Sican MDSC'leri

Bu modelde MDSC'lerin varlig1 daha 6nce gdsterilmemis olmasina ragmen
bir kac arastirma ¢alismamiza ipucu saglamaktadir. Bunlardan ilki meme timorlii
sican dolasiminda raporlanan ndtrofil birikimidir ancak anti-tiimdr inflamatuar
yanitlardan kaynaklandig1 diisliniilmiistiir (150). Yine boliimiimiizde daha once
yapilan bir ¢alismada tiimorlii hayvanlarin dalak ve neoplastik hiicrelerinde yiiksek
TGF-p sentezine eslik eden regulatuar T hiicre birikimi ve immiin kompartmanlarda
0zgil olmayan uyarimlara karst T hiicre proliferasyonundaki diislis Ornek
gosterilebilir (151). Bu durum MDSC'lerin antijene 0zgiil olmayan baskilama

mekanizmalarmi akla getirmekte ve bu hayvanlardaki immiin cevapsizliktan olasi



94

MDSC birikimi ile MDSC'ler tarafindan sentezlenen TGF-$ ve IL-10'un sorumlu
olabilecegini diistindiirmektedir (127)

Sigan MDSC'leri daha 6nce CDI11lb/c © ve HIS48" hiicreler olarak
tanimlanmiglardir (152). Ancak, bir sigan graniilosit belirteci olarak bilinen HIS48
antikorunun ayni zamanda monosit ve makrofajlara da baglandigi gosterilmistir
(154). Bu c¢alismada, sican nétrofillerini 0zgiin olarak taniyan RP-1 antikoru
kullanarak nétrofillerin ve dolayistyla polimorfoniikleer (PMN)-MDSC'lerin ayird
edilmesinde kullanilan bir immiin fenotiplendirme stratejisi gelistirilmistir (157,179)
(Tablo 5.1.).

Calismamizda timorlii hayvanlarda birikimleri gosterilen nétrofillerin ayni
zamanda T hiicre proliferasyonunu baskilama kapasitesine de sahip olduklar
dogrulanmigtir. Boylece ilk defa Rp-1 antikoru ile sigan PMN-MDSC alt grubu

tanimlanmuistir.

Tablo 5.1. Fare, insan ve sigan monosit ve MDSC alt-tipleri fenotipleri.

Kalin yazilar bu ¢alismadan elde edilen sonuglar1 gostermektedir. Siganlarin klasik
ve klasik dis1t monositleri sirastyla HIS48+ ve HIS48- olarak tanimlanmistir. Her iki
sigan monosit grubu da Rp-1 negatiftir. Sican nétrofilleri ile PMN-MDSC'leri hem
Rp-1 hem de HIS48 pozitiftirler. (155-157)

Ozellik Klasik Klasik dis1 | PMN Monositik | Tasityict Organizma
monositler | monositler | MDSC'ler MDSC'ler

FSC/SSC | Hi Low Hi ? Fare/Insan/Sigan

CD43 Low Hi Low ? Fare/Sican

Ly6C Hi Low Low Hi Fare

CD16 Low Hi Low ? Insan

CCR2 Hi Low Low (Sigan?) | Hi (Sigan?) | Fare/Insan/Sigan

RP-3 Hi Low ? ? Sican

HIS48 + - + +? Sican

RP-1 - - + - Sican
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5.3.1.S1can MDSC'lerinin Baskilama Mekanizmalari

Antijen Almi ve Sunumu

Hem tiimorlii hem de kontrol sigan monosit alt-gruplar1 arasinda 6nemli
islevsel farkliliklar mevcuttur. Ornegin, dalaktaki HIS48" monositler en yiiksek
MHC smif II pozitifligi tasiyan gruptur kandaki eslenikleri ise en yiiksek fagositoz
kabiliyetindeki hiicreleri olustururlar bu nedenle antijeni isleyip sunma beklentisi en
yiiksek olan monositlerdir. Ancak her iki dokuda bulunan HIS48" monositler de
HIS48" monositler kadar proliferasyonu indiikleyememislerdir. Kemik iliginde
bulunan ve c¢ok daha diisik MHC II ekspresyonu olan eslenikleri ise
proliferasyondan ziyade yiiksek pro-inflamatuar sitokin salinimina neden
olmuglardir. Ote yandan ozellikle kemik iligindeki HIS48  monositler diisiik
oranlarda fagositoza katilsalar bile hem yiiksek MHC II pozitifligi hem de en yiiksek
CD80 tastyicisidirlar. Ancak buna ragmen cok diisik MHC II ve CD80 expresyonu
gosteren periferik kan ve dalaktaki esleniklerinden daha az proliferasyona ve
inflamatuar sitokin salinimina yol agmislardir. Polimorfoniikleer MDSC'lerin daha
diisiik fagositoz kabiliyeti tasidiklar1 bilinmesine ragmen tiimorlii ve kontrol sigan
noétrofilleri ve monositlerinin fagositoz islevleri arasinda anlamli farklilik yoktur
(72).  Genel olarak tiim hiicre gruplarma bakildiginda tiimoérden ve dokudan
bagimsiz olarak tiim HIS48+ monositlerin proliferasyonu énemli dl¢iide engelledigi
buna karsin HIS48- hiicrelerin proliferasyonu ¢ok fazla etkilemedigi goriilmiistiir.
Buradan, farkli dokularda ve tiimorlii hayvanlarda farklilik sergileyen MHC 11 veya
CD80 ekspresyonu ile fagositoz etkinliginin proliferasyonun baskilanmasi agisindan

biiylik role sahip olmadigi sonucu ¢ikarilabilir.

ROS ve NO Uretimi

Genel olarak tiim hiicre gruplarmin ROS ve nitrik oksit iiretimleri ile
proliferasyon etkinlikleri karsilastirildiginda bir ortiisme goriilmektedir. Buradan
ROS ve NO iiretimlerinin proliferasyon i¢in belirleyici oldugu yargisina varilmstir.
Boylece ROS iiretimleri en az nétrofiller kadar yiiksek olan ve en yiiksek nitrik oksit
{ireticisi alt-grubu olusturan HIS48" monositlerin, koken aldiklar1 doku, MHC II

ekspresyonu ve fagositoz kapasiteleri ile timorden bagimsiz yiiksek baskilayicilig
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anlagilmaktadir. Kontrol grubundaki monositlerinin daha c¢ok proliferasyonu
uyarmasi beklenirken bu grupta tespit edilen baskilayicilik sasirtict olmustur. Benzer
bir durum saglikli bireylerden izole edilen CD14+ monositler ile yapilan T hiicre ko-
kiiltiirlerinde rapor edilmistir. Treg hiicrelerin bu kiiltiirlerden ¢ikarildig1 durumlarda
dahi 6nemli seviyelerde proliferatif baskilamanin oldugu bildirilmistir (180). Saglikli
bireylerin monosit kiiltiirlerinde goriilen bu baskilamanin makrofaj polarizasyonu
dahilinde tolerojenik bir yanit oldugu kabul edilmistir (181). Bu nedenle monositler
arasinda MDSC karakterini tespit etmek gliglesmistir.

Bu calismada bir nétrofil belirteci eksprese eden graniilositler ise kontrol ve
tiimorlii  hayvanlarda proliferasyon oranlarimi yariya yakin diistirmiisler ve
graniilositik MDSC olduklar1 kesinlesmistir. Graniilositlerin yiiksek ROS {iretimi
potansiyeline sahip olup NO- iiretiminde aktif rol almadiklar1 bilinen bir husustur
(128). Bu calismada da notrofillerin yiiksek ROS iiretimine sahip olduklar
gosterilmistir. Ek olarak noétrofillerin nitrik oksit {iretimleri de bazal seviyelerde
olmustur. Ozellikle tiimérlii hayvan dalak nétrofilleri ¢ok yiiksek nitrik oksit iireticisi
olmamalarina ragmen HIS48+ monositlere denk bir baskilama sergileyebilmektedir.
Bunun nedeni en oksitleyici ajan olan ve MDSC aracili baskilamada basrol tistlendigi
bilinen peroksi nitrit (PNT) olusumunda simirlayici bilesenin H,O, olmasidir (121).
Bazal seviyelerdeki nitrik oksit baskilama icin yeterli PNT olusumuna izin
vermektedir. Ancak periferik kan nétrofillerinin benzer ROS iiretimlerine karsin
dalaktaki esleniklerinden daha fazla proliferasyona izin vermis olmalar1 nitrik oksit
diizeylerinin de etkisinin oldugunu gostermektedir. Bu nedenle ikincil de olsa ROS
ile birlikte yiiksek NO seviyeleri de PNT iiretimine katkida bulunarak ve boylece
baskilayiciligr arttirmaktadir. Kontrol hayvanlarin kan ve dalak nétrofilleri ile
karsilastirildiklarinda ise tlimorlii hayvan nétrofillerinin ROS ve NO sentezleri
arasinda biiylik farklar bulunmamasi bu bilesiklerin tek baslarina baskilayiciliktaki

rollerinin yeterli olup olmadiginin sorgulanmasina neden olmaktadir.

Sitokin Sentezleri
insan CD16"" ve fare CD43"Y klasik monositleri dolagimdan timor
bolgesine gecerek makrofajlara farklilagirlar ve timor mikrogevresinin en onemli

bilesenleri olan tiimor iligkili makrofajlart (TAM)'lart olustururlar (182). Timor



97

ortaminda bulunan TGF-B, IL-10 ve IL-6 da klasik monositllerin TAM!'lara
doniisiimiiniin M2 tipinde olmasini saglarlar. Ote yandan tiimdr mikrogevresine gog
eden klasik dis1 monositler makrofajlara doniismeden kalarak anjiyogenezde rol
alirlar (182). Boliimiimiizde daha 6nce yapilan ¢alismalarda tiimor dokusunda tiim bu
sitokinlerin eksprese oldugu gosterilmistir (151,183). Aktive makrofajlardaki IL-10
ekspresyonu TNF-a ile birlikte artmakta, TGF-f iiretimi ise aktivasyonun ilerleyen
asamalarinda baslamaktadir. Bu durum TGF-f'nin inflamasyonun
sonlandirilmasindaki roliinii vurgular (184). Bu nedenle kemik iligi HIS48+ ve dalak
HIS48- monositleri ile yapilan 96 saatlik ko-kiiltiirlerde gordiigiimiiz TNF-a, IL-6,
IL-10 ve TGF-B nin birlikte tiretiminin baskilayici bir fenotipi isaret etme olasiligi
diistiktiir. Genel olarak ko-kiiltiirlerdeki pro-inflamatuar sitokin {iretimleri
degerlendirildiginde sadece bu iki monosit grubunun inflamatuar bir yanit
olusturdugu goriilmektedir. Kemik iligi HIS48+ ve dalak HIS48- monositlerini diger
esleniklerinden ayiran tek ozellikleri, tiimorlii hayvanlarda ya c¢ok az ya da hig
birikim gostermemis olmalaridir. Bir diger deyisle hiicre oranlarinda degisim
gbriinmeyen bu monosit popiilasyonlarinin MDSC barindirma olasiliklar1 azdir ve
durum ko-kiiltlirlerde goriilen pro-inflamatuar yanitlari agiklayabilir.

Ote yandan dalaktaki HIS48" monositler herhangi bir pro-inflamatuar sitokin
tiretimi olmadan en yiiksek seviyelerde TGF-f iiretimine neden olmuslardir.
Proliferasyonda degisim olusturamadiklar1 icin MDSC olarak adlandirilmasinda
zorluk ¢ekilen bu hiicre grubu, TGF-f3 araciligiyla T hiicrelerin regulatuar yonde bir
farklilasmasina yol agiyor olabilirler. Ayrica MHC smif II ekspresyonlarinin azligi
ve nétrofil birikimleri ile olan iliskileri de eklendiginde tiimorlii hayvan dalagindaki
HIS48" monosit grubunun immatiir baskilayici hiicre iceriklerinin yiiksek oldugu
diistintilebilir. Ek olarak tiimdrlii hayvanlarin periferik kan ve dalak nétrofilleri de
diistik seviyelerde TNF-a, IL-6 iiretimi gosterirken ko-kiiltlirlerinde kayda deger
konsantrasyonlarda TGF- iiretimi ile karsilasilmistir. Notrofillerin  sitokin
sentezindeki bu durum ROS ve NO iiretimlerine tamamlayici bir rol oynuyor olabilir.
Bu bulgular, ayn1 zamanda boliimiimiizde gergeklestirilen bir dnceki ¢alismada
belirtilen T-reg artisindan immatiir myeloid hiicreler tarafindan sentezlenen TGF-f'

nin sorumlu olabilecegini géstermektedir (151).
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Daha oOnce de belirtildigi gibi bu arastirmada tiimorlii hayvanlarin
serumlarinda incelenen hig bir sitokin saglikli hayvan serum seviyelerinden farklilik
arz etmemektedir. Ancak, hayvanlarin serum sitokin seviyeleri ile hiicresel
dagilimlar arasindaki korelasyonlar incelendiginde IL-10 seviyeleri ile ilgili sasirtict
bir durum ile karsilasilmistir. Ko-kiiltiirlerde inflamatuar cevapla birlikte en yiiksek
IL-10 seviyelerini gosteren kemik iligi HIS48+ monositlerinin kemik iligindeki
yiizdeleri ile serum IL-10 seviyeleri arasinda giiglii bir korelasyon vardir. Oyle ki,
IL10 diizeyleri, monosit oranlar arttikca diisiis sergilerken monosit oran1 %20'nin
tizerine  ¢ikildiginda tekrar artis  yonline donmektedir. Serum  IL-10
konsantrasyonunun TNF-a ve TGF- ile de iliskisinin olmasi da kemik iligindeki
HIS48" monosit oranlarinin inflamatuar durumdan etkilendigini gostermektedir.
Klasik monositlerin inflamasyon yoklugundaki kemik iligine geri doniisleri
inflamatuar belirteclerin varliginda sekteye ugruyor olabilir ve bu %20'ye kadar olan
azalmay1 agiklarken hematopoez sonucunda kemik iliginde %20 den fazla oranlarda
cikan HIS48" hiicrelerin IL-10 oranlarmi arttirmasi1 MDSC karakteri tasimaya
basladiklarina isaret ediyor olabilir (127). Her ne kadar monositlerin dongiisii
calismamizin kapsami disinda kaliyor olsa da bu etkinlikteki IL-10 katkis1 daha ileri
arastirmalara konu olabilir.

Daha once farelerde 4 farkli meme kanseri hiicre hatt1 ile yapilan ¢aligmalarda
sadece 4T1 hiicrelerinin anlamli MDSC birikimine neden oldugu gosterilmistir
(173). Ayn1 zamanda tiimor boyu ile MDSC birikimi arasinda korelasyon goriilen tek
hiicre hatt1 da 4T1 olmustur (173). Aynmi ¢alismada MDSC akiimiilasyonunun kanser
hiicrelerinden salinan GM-CSF, G-CSF ile VEGF-A araciligiyla oldugu belirlenmis
ve bdylece bu faktorleri yiiksek bigimde iireten 4T1 hiicre hattinin neden MDSC
birikimlerine daha ¢ok etki ettigi agiklanmistir (173). Bizim ¢alismamiz da modelin
heterojen 6zelligi nedeniyle farkli immiin yanitlarin olugabildiginin iyi bir 6rnegini
olusturmaktadir (149,150). Zira kullandigimiz heterojen modelde tanik olunan
hayvanlar aras1 yiiksek varyasyon hem MDSC birikiminde hem de MDSC
karakterinde gorillen degisimleri aciklayabilir. Ote yandan meme kanseri
hastalarinda evreler ve organ tutulumlar1 ile MDSC oranlarinin korele olmalari
calismamizdaki notrofil birikiminin  tiimor yiikiinden ziyade evreleri veya

metastazlar ile iligkili olabilecegi sonucunu dogurabilir (171). Bu bilgiler 1s181inda
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dis-soy veya karsinojen uygulamasi ile elde edilen modeller ile 6zgiin olarak NMU
aracili meme tiimdrlerinin MDSC arastirmalari i¢in zorlu modeller oldugu sonucuna
varilabilir (149,150,185). Ote yandan benzer giigliiklerin kanser hastalar1 iginde
gegerli oldugu varsayimi yadsinamaz. Bu agidan, hayvanlar ile elde edilen yiiksek
varyasyonlar ve bu verilerin analizi klinik arastirmalarin daha etkin yiiriitiilebilmesi

agisindan bir temel arz edebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada 6zetle,

1- Tk defa Rp-1 belirteci ile sican MDSC'lerinin PMN alt-tipi tanimlanmustir.

2- Sican MDSC'lerinin ROS ve NO iiretiminin baskilamada ortaklasa rol aldiklari
gosterilmistir.

3- Ayrica ilk olarak HIS48 antikorunun sicanlarin iki farkli monosit grubunu ayirt
etmede kullanimi gdsterilmis olup bu iki monosit grubu, farkli islevsel 6zelliklerine
gore karsilastirilmistir. HIS48+ monositler; sican, fare ve insanlardaki inflamatuar ya
da klasik monositlere benzerlik gosterirken HIS48- monositler klasik dis1 angiotensin
reseptorll ifade eden monositlere karsilik geldigi diisiiniilmektedir.

4- Timorli hayvan HIS48+ monositlerinin MHC sinif II pozitiflikleri dolagim ve
dalakta anlamli diistisler gosterirler.

5- HIS48- monositlerin yiiksek MHCII pozitifligi gosteren kemik iligi ve dalak
popiilasyonlarinda degisim olmamustir.

6- HIS48+ monositler ayrica yiiksek ROS ve NO {iretimlerine sahiptir.

7- HIS48- monositler her iki oksidatif radikal iiretiminde geride kalmaktadir.

8- Son olarak HIS48+ monositlerin fagositoza katilma ve fagositoz kapasiteleri de
HIS48- monositlerin iki misline yakindir.

9- Bu sonuglar cergevesinde sigcan HIS48+ monositleri ve Ozellikle de dalakta
bulunanlar monositik MDSC olarak tanimlanmaya aday hiicre grubunu
olusturmustur.

10- Tiimorli hayvan dalak notrofillerinin kan ve kemik iligindeki esleniklerinden
daha yiiksek baskilama potansiyeline sahip olmalarinin nedeni daha yiiksek ROS,

NO ve TGF- iiretimleri ile daha az TNF-a sentezleri ile iligkili olabilir.
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Oneriler:

Tiimorlerin erken gelisim asamalarindaki myeloid hiicre degisimleri uygun
bir arastirma konusu teskil edebilir. Kiiclik boyutlardaki tiimorlere drene lenf
nodlarindaki MDSC popiilasyonlari ve fonksiyonlari incelenebilir.

Sican MDSC'lerinin baskilama potansiyelleri ve T hiicreler iizerine etkileri
ko-kiiltlirlerdeki IFN-y {retiminin belirlenebilecegi ELISPOT benzeri
analizler yardimu ile daha detayli olarak incelenebilir.

3- Sican meme kanseri esliginde gelisen MDSC'lerin aktivasyon yolaklar
(JAK-STAT, NFxB vb.) microarray, hiicre i¢i antikor isaretlemeleri ya da
Western blot yontemleri ile tespit edilebilir.

Bu yolaklarin bloklanmasini hedefleyen ila¢ uygulamalari sinanabilir.

Insan meme tiimorlerinin de %75'lik kismini olusturan ER+ meme
kanserlerini ¢ok 1yi 6rnekleyen NMU aracili sican tiimorlerinin MDSC'lerin
gelisiminde etkili olan biiyltime faktorii sentezleri incelenerek meme kanseri
hastalarindaki durum ile karsilastirilabilir.

Bu faktorleri hedefleyen tedavi stratejileri gelistirilebilir.

NMU aracili meme kanseri modelinde meme dokusundaki stromanin epitel
dokunun transformasyonunda belirleyici rolii vardir. NMU uygulanmis
hayvanlardan erken donemde izole edilecek yag doku ve fibroblastlarin
myeloid kokenli hiicrelerin  kemotaksisi ve aktivasyonlarina etkisi
incelenebilir. Bu stromal hiicrelerin saglikli hayvan kemik iliginden izole

edilmis hiicrelerde MDSC gelisimine olan etkileri arastirilabilir.
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