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OZET

Bilir G. insan makrofajlarinda Nitrik Oksit Sentaz 2 (NOS2) ifade ve aktivitesinin
bazal benzeri meme kanseri hiicrelerinden iretilen faktorler varliginda
incelenmesi. Hacettepe Unversitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tiimor Biyolojisi ve
immiinolojisi Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Makrofajlar patojenlere
karsi immin cevapta dogal immdinitenin 6nde gelen hicreleridir ve kazanilmis
bagisikhk cevaplarinin dizenlenmesinde rol alirlar. Mikrobisidal 6zellige sahip
makrofajlar LPS gibi bakteriyel trtnler, IFN-y veya TNF-a gibi sitokinlerle uyarilarak
proinflamatuvar cevabi ilerletirler. Nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen tirleri (ROT)
Uretimi anti-mikrobiyal yanitlarin biyokimyasal mekanizmasinda elzemdir. NO
Uretimi nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan saglanir. Uyarilabilir NOS
izoformu (NOS2)’'nin fare makrofajlarindaki varligi pek ¢ok c¢alisma ile
kanitlanmisken, insanlarda NOS2 ifadesine ve NO Uretim diizeyine dair pek ¢ok
celiskili yayin bulunmaktadir. Bu tez calismasi, monosit-makrofaj doénisimi
sirasinda bazal-benzeri meme kanseri hiicrelerinden (retilen faktorlerin miyeloid
hicrelerin gecirdigi aktivasyon ve farklilasma sirecleri sirasinda NOS2 ifadesini ve
NO degistirebilmesi hipotezine dayanmaktadir. Bu amagla, THP-1 monositik hiicre
hatti, bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti siipernatanlari varliginda makrofaj
yoninde farklilagtirildi ve lipopolisakarit (LPS) ve interferon (IFN)-y ile uyarildi.
Hicrelerde fenotipik (CD14, TLR4, MD2, CD40, CD11c ve IFNyR), fonksiyonel (ROT ve
NO uretimi) ve morfolojik (May-Griinwald Giemsa, aktin hicre iskeleti boyamasi)
farklilasma parametreleri incelendi. Ayrica, THP-1 hicrelerinin bu kosullarda
farklilastirilmasi sirasinda fibronektin ve Matrijel kapl ylizeyler ile de deneyler
gerceklestirildi. Bu kosullar altinda NOS2 ifade diizeyi mRNA ve protein diizeyinde
arastirildi. Fare kdkenli makrofaj ve meme kanseri hiicreleri varliginda ve ek olarak
kullanilan insan hicre hatlari stparnatanlari varliginda dogrulama deneyleri
gerceklestirildi. insan bazal-benzeri meme kanseri hiicre hatti prototipi olarak
kullanilan MDA-MB-231 hiicrelerinden salgilanan faktorler varhiginda farkhlastirilan
THP-1 hiicrelerinde ROS ve NO {retiminin moldile oldugu belirlendi. Kanser
sipernatanlari varliginda LPS’'nin etkisinin sinirlanabildigi ancak IFN-y’'nin daha
belirgin etkisi oldugu izlendi. insan NOS2 diizeylerinin meme kanseri siipernatanlari
varliginda olumsuz etkilendigi ve bunun NO Uretimine de yansidigi belirlendi. Elde
edilen bulgular, 6zellikle kanser hiicresinden salgilanan faktorler varliginda insan
NOS2 ifadesinin ve dolayisi ile NO {Uretiminin monosit-makrofaj faklilasma
derecesine bagh olarak transkripsiyon-translasyonel diizeylerde
diizenlenebilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Makrofaj, Nitrik Oksit Senaz 2 (NOS2), Nitrik Oksit (NO), Bazal
benzeri meme kanseri, insan/fare monositik hiicre hatti.
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ABSTRACT

Bilir G. Investigation of nitric oxide synthase 2 (NOS2) expression and activity in
human macrophages in the presence of factors produced from basal-like breast
cancer cells. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Tumor
Biology and Immunology Program Master Thesis, Ankara, 2022. Macrophages are
the leading cells of innate immunity in the immune response against pathogens and
are involved in the regulation of adaptive immune responses. Macrophages with
microbicidal properties promote the proinflammatory response by stimulating
bacterial products such as LPS, cytokines such as IFN-y or TNF-a. Production of nitric
oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) is essential in the biochemical
mechanism of antimicrobial responses. NO production is provided by nitric oxide
synthase (NOS) enzymes. While the existence of the inducible NOS isoform (NOS2)
in mouse macrophages has been proven by many studies, there are many
conflicting publications on NOS2 expression and NO production level in humans.
This thesis is based on the hypothesis that factors produced from basal-like breast
cancer cells during monocyte-macrophage transformation can change NOS2
expression and NO during the activation and differentiation processes of myeloid
cells. To this end, the THP-1 monocytic cell line was differentiated into macrophage
in the presence of basal-like breast cancer cell line supernatants and stimulated
with lipopolysaccharide (LPS) and interferon (IFN)-y. The phenotypic (CD14, TLR4,
MD2, CD40, CD11c and IFNyR), functional (ROT and NO production) and
morphological (May-Griinwald Giemsa, actin cytoskeleton staining) differentiation
parameters in cells were examined. In addition, experiments were performed with
fibronectin and Matrigel coated surfaces during differentiation of THP-1 cells under
these conditions. Under these conditions, NOS2 expression level was investigated at
the mRNA and protein levels. Confirmation experiments were performed in the
presence of mouse macrophage and breast cancer cells and in the presence of
supplemental human cell lines supernatants. It was determined that ROS and NO
production were modulated in THP-1 cells differentiated in the presence of factors
secreted from MDA-MB-231 cells used as a human basal-like breast cancer cell line
prototype. It was observed that the effect of LPS could be limited in the presence of
cancer supernatants, but IFN-y had a more pronounced effect. It was determined
that human NOS2 levels were negatively affected in the presence of breast cancer
supernatants and this was also reflected in NO production. The findings indicate
that human NOS2 expression and thus NO production can be regulated at
transcriptional-translational levels depending on the degree of monocyte-
macrophage differentiation, especially in the presence of factors secreted from
cancer cells.

Keywords: Macrophage, Nitric Oxide Synase 2 (NOS2), Nitric Oxide (NO), Basal-like
breast cancer, human/mouse monocytic cell line.
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Fuchs-Rosenthal hemositometrisinin (Hausser Scientific, ABD) mikroskop
altinda sematik gérinimu. Bir kenari 1 mm olan bir kare, kenarlari 0,25
mm olan 16 kiguk kare igerir. 35

MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen siipernatanlar varliginda
uyarilan THP-1 hiicrelerinin deney tasarimi 37

4T1 hiicrelerinden elde edilen stipernatanlar varliginda uyarilan
J774A.1hicrelerinin deney tasarimi 38

BCA analizine iliskin spektrofotometrik dlgiimlerde, protein
konsantrasyonlarinin hesaplanmasi igin “log-log” algoritmasina gore
olusturulan standart egri grafigi. 42

50 bg¢ DNA belirteci (Thermo Scientific, ABD), b¢: baz cifti 50

THP-1 monositik hiicre hattinin, insan bazal-benzeri meme kanseri hiicre
hatti olan MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen slipernatanlar varliginda
5x105 hucre/mL olacak sekilde es zamanli gergeklestirilen kiilttirinde PMA
ile 72 saat inklibasyonun ardindan 48 saat boyunca LPS veya IFN-y ile
muamelesi sonucunda M1 makrofaja farklilasan hiicrelerin

May-Griinwald Giemsa boyamasi ile elde edilen morfolojik gériinti
analizleri. Olgek cubugu 12 pm’dir. 55

THP-1 hiicreleri ile elde edilen sonuglari gosteren temsili akim sitometri
histogramlari. Bos histogramlar THP-1 hiicrelerinin tam RPMI besiyeri ile
muamele edilmis gruplardaki OFY degerlerini, dolu histogramlar ise MDA-
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1. GiRiS

Makrofajlar, patojenlere karsi immiin cevapta efektor hiicreler olup, dogal ve
kazanilmis bagisiklik cevaplarinin diizenlenmesinde rol alirlar. Yiksek plastisite
ozellikleri sayesinde klasik (M1) ve alternatif (M2) olarak 2 ana gruba polarize
olurlar. Klasik makrofaj aktivasyonu, in vitro kosullarda bakteriyel hiicre duvari
bilesenleri (LPS gibi) ve IFN-y veya TNF-a uyarimiyla kullanilarak elde edilir. Bu
aktivasyon TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-12 gibi proinflamatuar sitokinlerin Uretimi ile
karakterize edilmektedir (1).

Nitrik oksit (NO), bilinen en kiiclik biyoaktif molekil olup, gesitli hicreler
tarafindan uretilebilir. Nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan uretilen, tg¢ farkli NOS
izoformu tanimlanmistir: néronal nitrik oksit sentaz (nNOS, NOS1), uyarilabilir nitrik
oksit sentaz (iNOS, NOS2) ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS, NOS3) (2). Bu
enzimlerden, NOS2 kalsiyumdan bagimsiz aktivite gosterip; T hiicreleri, makrofajlar
ve olgun dendritik hiicreler tarafindan eksprese edilir ve transkripsiyonel veya sinyal
yolaklarinda yer alan cesitli molekillerin nitrasyonu yoluyla bagisiklik hiicrelerinin
farklilasmasinda ve islevinin diizenlenmesinde gorevlidir (3). Yapilan galismalarda,
fare makrofajlarinda NOS2 ifadesinin oldugu desteklenirken, insanda NOS2
ifadesinin varhigi tartismalidir. insan makrofajlarinda NOS2 ifadesini gdsteren
calismalarda; kanser hiicre hatlari in vitro ortamda gesitli sitokinler ve bakteriyel
Urtinler kullanarak makrofajlarin M1 fenotipine polarize oldugu desteklenmis ve
NOS2 mRNA diizeyi ile protein ekspresyon dizeyleri degerlendirilmistir (4). Ayni
zamanda enzimatik aktivite 6lcimi ile de nitrit ve nitrat miktarlarinin varhg
gosterilmistir (5). Bu durumun aksine, diger calismalarda ise herhangi bir protein
ekspresyonu ve enzimatik aktivitenin olmadigina iliskin ¢calismalar da s6z konusudur
(6). Bu tez calismasi, monosit-makrofaj dontsiimi sirasinda miyeloid hicrelerin
gecirdigi es zamanl aktivasyon ve farkhlasma sireclerinin NOS2 ifadesini
diizenledigini ve insan miyeloid hicrelerinin de NO Uretimini sagladigi hipotezine
dayanmaktadir.

Gerceklestirilen bu tez g¢alismasinda, THP-1 monositik hiicre hatti ve MDA-

MB-231 bazal benzeri meme kanseri hiicrelerinden elde edilen slipernatanlar



kullanildi. MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen stipernatanlar varliginda protein
kinaz C (PKC) agonisti kullanilarak THP-1 monositik hiicrelerinin makrofaja
farkhlagsmalari (231THPMq) saglandi. Ardindan LPS veya IFN-y ile uyarimlari
sonucunda M1 fenotipine polarize olduklari gosterildi. Bazal benzeri meme kanseri
hiicrelerinden salgilanan faktorlerin de bu farkhlasmayr uyardigi belirlendi. Farkh
ylzeylerin makrofaj farklilasmasina etkisini gbzlemlemek icin, THPMq ve 231THPM(q
hiicrelerinin IFN-y veya LPS uyarimi kosulunda ekstraselliler matriks proteini olan
fibronektin ve Matrigel kaplanan ylzeylerdeki davranislari incelendi ve MDA-MB-
231 slipernatani varliginda her iki ylzeyde de farklilasmanin en yiksek diizeyde
oldugu tespit edildi. Ayrica, IFN-y uyariminin farklilasmaya etkisinin LPS’e gére daha
fazla oldugu bulundu. 231THPMq hiicrelerinde ROS ve NO (retiminin oldugu; LPS
veya IFN-y uyariminin ise Uretilen ROS ve NO dizeylerinde artisa sebep oldugu
gosterildi. Bununla beraber, 231THPMq hicrelerinde LPS veya IFN-y uyarimlarinin
artan inklbasyon sireleri ile korele bir sekilde NO Uretiminde artisa sebep oldugu
belirlenerek 48. saatte en ylksek dizeye ulastigi belirlendi.

THP-1 hicrelerinin MDA-MB-231 slipernatanlari varlig§inda makrofaj
hiicrelerine farklilastirimasi sonucunda NOS enzimlerinin gen ekspresyonlari
incelendi. THPMq hiicrelerinde NOS3 gen ekspresyonu en yliksek, NOS1 gen
ekspresyonu en dislik dizeyde saptandi. 231THPMgq hiicrelerinde ise NOS
izoformlarinin mRNA diizeyinde THPMq'ya goére azaldigl saptandi. NOS2 ifade
dizeylerinin LPS veya IFN-y ile muamele edilen 231THPMq hiicrelerinde ayni
kosullarda uyarilmis THPMq hiicrelerine gére arttigi saptandi. Gen ekspresyon
analizlerinin yani sira; LPS veya IFN-y ile muamele edilen THPMqg ve 231THPMq
hiicrelerinin NOS2 protein ekspresyonlarinin da anlamli diizeyde azaldig belirlendi.
NOS2 dizeyleri fibronektin ve Matrigel kaplanan ylizeylerde biyltilen hiicrelerde
yapilan imminfloresan analizleri ile de incelendi ve NOS2 varliginin Matrigel kapli
ylzeylerde bulunan 231THPMgq hiicrelerinde arttigi gosterildi.

MDA-MB-231 hiicreleri ile gerceklestirilen makrofaj farklilastiriimasi
deneylerine ek olarak, THP-1 monositik hiicre hattinin, bazal-benzeri meme kanseri

hiicre hattindan (HCC38) ve fibroblastik hiicre hattindan (SW982) elde edilen



sipernatanlar varliginda protein kinaz C (protein kinase C, PKC) agonisti ile uyarimi
sonrasi LPS veya IFN-y ile muamelesi gergeklestirildi. Bunun sonucunda HCC38
sipernatani varliginda uyarilan hiicrelerde uretilen ROS ve NO dizeyinin diger
hicrelere gore daha fazla oldugu belirlendi.

Fare kokenli makrofaj hiicrelerinde de ROS ve NO Uretimine iligkin
dogrulama deneyleri yapildi. Bu amagla, J774A.1 fare makrofajlarinin fare bazal-
benzeri meme kanseri hiicre hatti olan 4T1 ve EMT6/AR1 hiicrelerinden elde edilen
sipernatanlar varliginda kilturt gergeklestirildi. LPS uyarimi varliginda EMT6/AR1
sipernatani ile uyarilan J774A.1 hiicrelerinde ROS ve NO uretiminin anlaml dizeyde
arttig saptandi.

Sonug olarak, insan bazal benzeri meme kanserinden salgilanan faktorler
varliginda makrofaja farklhlasan hiicrelerde NOS2 gen ekspresyonunun oldugu ve NO

Uretiminin gergeklestigi gosterildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nitrik Oksit Yapisi, Ara liriinleri ve Gorevleri:

Nitrik oksit (NO), lipit-gecirgen ve serbest radikallere sahip cesitli biyolojik
sureclerde rol alan biyoaktif bir molekildir (2,3). Bu molekil, siklik Guanilat siklaz
(cyclic guanylate cyclase, cGC)'in ¢oziinlr izoformunun aktivasyonu ile siklik GMP
(cyclic GMP, cGMP) olusturmasi ve ardindan iyon kanallari ve kinazlarin aktivasyonu
ile endotel hiicrelerinden NO lretmesi sonucunda arteriyel vazodilatasyona aracilik
etmesi sirasinda kesfedilmistir (2). NO’nun gorevleri arasinda vaskiler ve bronsiyal
genislemeyi tesvik etmesi, trombosit agregasyonunu inhibe etmesi, mukus
salgilanmasini desteklemesi, kan basincini diizenlemesi (4), 6§renme ve hafiza gibi
bilissel fonksiyonlari saglamasi yer alir (5). Ayrica immiin sistemde meydana gelen
inflamatuvar solunum yolu hastaliklari, romatoid artrit, ankilozan spondilit, tlseratif
kolit, Chron hastalig1 gibi immiinolojik hastaliklarda da NO’nun artmis Uretimi s6z
konusudur (6, 7).

NO serbest radikallere sahip bir gaz molekill olup, oksijen varliginda kararsiz
bir forma sahiptir. Kararsiz formu sebebiyle tioller (R-SH), metaller (Fe?*) ve
stiperoksit anyonu (O;7) olmak lizere cesitli biyomolekiillerle tepkimeler olusturarak
(8); peroksinitrit (ONOO"), S-nitrosotiyoller (RSNO), nitrojen dioksit (NO3),
dinitrojentrioksit (N2O3) ve dinitrosil-demir ara Urlinlerini meydana getirmektedir
(Sekil 1) (9). Bu ara drlnler, NO konsantrasyonu 1 puM'den bilyik oldugunda
biyolojik olarak dnemli hale gelir (9). Bu konsantrasyonlarda, reaktif nitrojen oksit
turleri (reactive nitrogen oxide species, RNOS), DNA'nin yapisini degistirerek, enzim
fonksiyonunu inhibe ederek ve NO'nun antimikrobiyal 6zelligini olusturan lipit
peroksidasyonunu indiikleyerek oksidatif ve nitrozatif hasarlara neden olur (10)
(11).

Peroksinitrit (ONOO"), NO’nun Oy ile reaksiyona girmesi sonucu olusup,
hicre zarindan kolayca gecebilmektedir. NO veya O;'den daha fazla sitotoksik
aktiviteye sahiptir (11). Bununla birlikte oksidatif hasara, DNA’'da tek sarmal

kiriklarina yol acarak (12); lipitler ve proteinler ile daha hizli aktivite gostererek
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biyomolekdillerin S-nitrosilasyonuna neden olur (13). S-nitrosilasyon ayni zamanda,
N,Os gibi reaktif nitrojen oksitlerin metabolizmasi sirasinda tiyollere kovalent olarak
baglanmak icin nitrosonyum iyonunun (NO*) serbest birakilmasiyla da gerceklesir
(8). Proteinlerin S-nitrosilasyonu, hedef proteine bagh olarak uyarici veya inhibe
edici sinyal iletimini saglamaktadir (14). S-nitrosilasyon, fagositotik hcrelerin
(makrofajlar, notrofiller) patojenleri temizlemek igin Oy Uretimi agisindan fizyolojik
Onem tasir. Hem Oy hem de NO ureten makrofajlarda, bu molekiller reaksiyona
girerek peroksinitrit olusumu gerceklesebilir (8).

Hilcrede peroksinitrit (H202) seviyeleri, peroksinitritin nitrite indirgenmesini
katalize eden glutatyon peroksidazlar tarafindan kontrol edilir. Ancak NO ve
peroksinitrit, selenosistein ile reaksiyona girerek glutatyon peroksidazin aktivitesini
inhibe edebilir. H,0, ayrica, peroksinitritin 3-nitrotirozin olusturmak icin
proteinlerdeki tirozin kalintilari ile reaksiyona girdigi protein nitrasyonu adi verilen
bir sure¢ yoluyla ikincil haberci molekiil olarak hiicrelerde sinyal iletimine
katilabilmektedir (15).

Reaktif nitrojen ara Urlinleri proteinlerin hem gruplari, demir stlfiir kimeleri,
fenol veya aromatik amino asit kalintilari yoluyla da reaksiyona girebilir (11). Nitrik
oksitin protein fonksiyonlarini diizenlemesi, bir demir-nitrosil kompleksi olusturmak
icin demirin hem gruplarina ve metaloproteinlerin metal kofaktorlerine baglanmasi
ile gerceklesmektedir. Bu mekanizma igerisinde yer alan molekiller ¢6ziinebilir
guanilil siklaz (soluble guanylil cyclaase, sGC), hemoglobin, sitokrom P450 ve nitrik
oksit sentazlardir. sGC'ye NO baglanmasi, bu enzimi aktive ederek hiicre igi ikincil
haberci olan cGMP'nin downregiilasyonuna yol acar. NO'nun, sitokrom P450'de
bulunan hem grubuna baglanmasi bu enzimin aktivitesini inhibe eder (16).

NO, hem iceren baska bir enzim olan siklooksigenazin (cyclooxygenase, COX)
aktivasyonu yoluyla prostaglandin Gretimini arttirir (17). Enzim ve proteinlerin ¢ogu,
silfit kiimelerini diizenlemek icin demiri kullanir. Bu proteinler ayrica NO tarafindan
dizenlenir ve mitokondriyal solunum zinciri, cis-akonitaz, NADH siiksinat
oksidorediiktaz ve NADH ubikuinon oksidorediiktazlari icerir. NO, akonitaz

aktivitesini azaltirken demire duyarli element baglayici proteinin (iron responsive
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binding protein, IRBP) RNA baglama fonksiyonunu uyarir. Cinko parmak
transkripsiyon faktorleri Spl, EGR-1, vitamin D3 reseptori gibi gecis metalleri ve

ginko iceren proteinler, NO modifikasyonuna ve inhibisyonuna duyarhdir (11).
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Sekil 2.1. Nitrik oksit metabolizmasinin sematik gésterimi (17)

2.2. Nitrik Oksit Uretimi ve Nitrik Oksit Sentazlar

Nitrik oksit Gretimi, nitrik oksit sentazlar (EC 1.14.13.39) tarafindan
gerceklesmektedir. Nitrik oksit sentaz (nitric oxide synthase, NOS) ’lar L-argininden
L-sitrilin ve NO olusumunu kataliz ederler. Kataliz sirasinda molekdler oksijen ve
nikotinamid adenin dinikleotit fosfati (dihydronicotinamide adenine dinucleotide
phosphate, NADPH) substrat olarak; flavin adenin dintkleotit (flavin adenine
dinucleotide, FAD), flavin mononikleotit (flavin mononucleotide, FMN),
tetrahidrobiyopterin (tetrahydrobiopterin, BHi), heme ve Ca%*/kalmodulini ise
kofaktor olarak kullanirlar (6, 18).

NOS’'un homodimer vyapiya sahip (¢ farkli izoformu bulunmaktadir.
izoformlarin homodimer vyapisi, ¢ farkh alani icermektedir (Sekil 2). Molekiiliin
karboksi ucunda bulunan rediktaz alani elektron transferinin gerceklestigi kisimdir.

Bu alan, Ca®*/kalmodulin, FAD, FMN ve NADPH molekiillerini icermektedir. Burada



NOS, elektronlari NADPH’tan alarak FAD ve FMN araciligiyla oksidaz alanina dogru
transferini saglamaktadir (6). Rediiktaz alanindan terminal ugta bulunan oksijenaz
alanina geciste bulunan kalmodulin baglama boélgesi, tim NOS izoformlarinin
aktivitesi icin gerekli olup, rediiktaz alanindan oksijenaz alanina elektron akisin
kolaylastirir. Terminal ugta bulunan oksijenaz alani ise; L-arginin’in L-sitrilin ve
NQO’ya donistigu alandir. Bu alan, BHa4, heme ve arginin igin baglanma bolgelerini
icermektedir (2). Ug izoform da ayni reaksiyonu katalize etmektedir. ilk asamada,
enzim L-arginin oksidasyonunu katalize ederek bir ara bilesik olan N-hidroksi-L-
arginini olusturur, bu ara rin daha sonra L-sitriline oksitlenir ve NO sentezi

gercgeklesir (Sekil 2) (19).
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Sekil 2.2. Nitrik oksit sentez mekanizmasi ve NOS’un alt birimleri (21)

NOS1, NOS2 ve NOS3 olmak Uzere (¢ farkl izoforma sahip olan NOS’tan
NOS1 ve NOS3 vyapisal, NOS2 ise sitokinler ve endotoksinler tarafindan
indiklenebilir yapidadir (2). Yapisal olan NOS enzimleri iki alt gruba ayrilmaktadir.
Bunlardan birincisi temel olarak merkezi ve periferal sinir sisteminde bulunan
noronal NOS (nNOS, NOS1); ikincisi ise daha c¢cok vaskiler endotelde bulunan
endotelyal NOS (eNOS, NOS3)’tur. Sitokin ve endotoksinler tarafindan indiklenen
NOS ise indlklenebilir NOS (iNOS, NOS2) olarak tanimlanmaktadir (7). Bu
enzimlerden NOS1 ve NOS3’iin aktivitesi Ca?* bagimli iken, NOS2’nin aktivitesi ise

Ca?* bagimsizdir. Ayrica NOS1 ve NOS3 ekspresyonu protein fosforilasyonu ve diger



proteinler ile olan etkilesimler araciligiyla diizenlenir. NOS2 ise bu iki formdan farkh
olarak transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel olarak diizenlenmektedir (18).

NOS1, NO'nun bir nérotransmiter olarak islev gordigli beyin ve periferik sinir
sistemi icin 6nemli olup, felg ve nérodejeneratif hastaliklarla iliskili norotoksisitede,
peristalsis dahil diz kasin regiilasyonunda ve penil ereksiyonda rol oynar (7).
Omurilikte, sempatik ganglionlarda, adrenal bezlerde, periferik sinirlerde, cesitli
organlarin epitel hiicrelerinde, bébrek makula densa hiicrelerinde, pankreas adacik
hucrelerinde ve vaskiler duz kas hiicrelerinde bulunmaktadir. Memelilerde NOS1’in
temel kaynagi iskelet kasidir (2). Néronal hicrelere yogun Ca?* akisi ile uyarilan
NOS1, serebrovaskiiler felcte N-metil-D-aspartat reseptor aracili néronal 6liimde rol
oynar. Ayni zamanda NOS1 aracili NO Uretiminin artisi, multipl skleroz, Alzheimer ve
Parkinson hastaliklari gibi cesitli nérodejeneratif patolojilere de sebep olmaktadir
(20). Bununla birlikte, gastrointestinal sistemdeki gastrodzofageal refli gibi diiz kas
tonusu bozukluklarinin da periferal nitrerjik sinirlerde NOS1 tarafindan asiri NO
Uretimi ile iliskili oldugu duslintilmektedir (21).

NOS2, makrofajlar ve notrofiller basta olmak Uzere pek c¢ok hiicrede
sentezlenir (2). Hicrelerde fizyolojik kosullarda NOS2 olmamasina ragmen;
lipopolisakkarit (LPS) gibi bakteriyel Urinler, interferon gama (IFN-y), TNF-a veya
interlokin-1 (IL-1) gibi proinflamatuvar sitokinlerle uyarima baglh olarak ekspresyonu
aktive olmaktadir. NOS2 ekspresyonunun, hicre ici kalsiyum (Ca*?) bagimsiz,
transkripsiyonel veya posttranskripsiyonel seviyede dizenlendigi rapor edilmistir
(22). IFN-y ve LPS, NOS2 ekspresyonu (zerinde sinerjik etki gosterirler ve Uretilen
NO miktarini arttirirlar (23). NOS2 tarafindan dretilen NO daha ¢ok inflamatuvar
cevaplarda ve kanser gibi hastaliklarda dnemlidir (24). NOS2 kanser hiicrelerinde
konsantrasyona bagh olarak timor gelisimini hem destekleyici hem de baskilayici
role sahiptir. Timor mikrogevresinde ise anjiyogenez ve metastaza neden olarak
timor gelisimini destekleyici etki gosterirken, sitotoksik etkisi araciligi ile de kanser
hiicrelerini yok etmektedir (25). NOS2 inflamatuvar hastaliklarda immiin yanit
mekanizmalarinda da  olduk¢ca  6nemlidir. NOS2  tarafindan  yiksek

konsantrasyonlarda tretilen NO, hizl bir sekilde reaktif nitrojen Grlinlerine (reactive



nitrogen speies, RNS) oksitlenir ve NO’nun bagisiklik sistemi lizerindeki etkilerinin
¢oguna aracilik etmektedir. RNS, kinazlar ve transkripsiyon faktorleri gibi birgok
sinyal molekulinl aktive eder (26). Ayrica mitokondriyal solunumda, ATP’nin ve
hlcresel enerjinin tilkenmesine yol agan nikotinamid adenin dintkleotid fosfat
oksidaz (dihydronicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase, NADPH
oksidaz) veya monoamin oksidazlar (mono amine oxidase, MAO) gibi enzimleri de
inhibe eder (26, 27).

NOS2 inflamatuvar norodejeneratif hastaliklarda NOS1 ile beraber etkilidir.
Aktive edilmis mikroglia ve astrositlerin néronlar 6ldirdigli mekanizmalar hiicre
kiltirinde tanimlanmigtir. Bu mekanistik galismalar, mikrogliada fagosit NADPH
oksidazin aktivasyonunu ve gliada NOS2'nin ekspresyonunu icermektedir. NOS2'den
tiretilmis NO ayrica, noronal 6limi indiiklemek icin sitokrom oksidazi inhibe eder
ve hipoksi ile sinerji olusturur. Bu durum, glutamat salinimina ve eksitotoksisiteye
neden olabilir. NOS2'nin asiri ekspresyonu, septik sok ile iliskilendirilmistir (22, 28).

NOS3, kan damarlarinin i¢ yizeyini kaplayan diiz kas hiicrelerin tek tabakasi
olan vaskuiler endotelyumda NO lretiminden sorumludur (29). Vaskiiler endotelyum
disinda kardiyak miyositlerde, trombositlerde, noéronlarda, insan plasentasinda
trofoblastlarda ve bobrek tubiler hicrelerinde de bulunmaktadir (2). NOS3
tarafindan Uretilen NO, vaskiiler tonu, hiicre proliferasyonu, lokosit yapismasi ve
trombosit  agregasyonunun  diizenlenmesinde  gorevlidir  (30). NOS3’ln
diizenlemesinde, NOS1’de de oldugu gibi Ca?*’kalmodulin kompleksi oldukga
onemlidir. Bunun disinda, 1s1 sok proteini 90 (heat shock protein 90, hsp90)'in da
NOS3 aktivitesini arttirmada allosterik bir modilator oldugu bulunmustur (31).
NOS3, cGC'yi uyarip diiz kas hiicrelerinde cGMP’yi arttirarak kan damarlarinda
vazodilatasyona sebep olmaktadir (2). Ayrica, kemoatraktan bir molekil olan
monosit kemoatraktan molekil 1’in (monocyte chemoattractant protein 1, MCP-1)
ekspresyonunu azaltarak (32) veya lokosit adezyon molekili olan CD11/CD18’in
ekspresyonunu baskilayarak endotel hiicre Uzerindeki |6kosit adezyonunu inhibe
etmektedir (33). Bu mekanizma sonucunda da ateroskleroz gelisimine neden olan

aterojenezi oOnlemektedir. Aterosklerozun o6nlenmesinde etkili olan bir diger
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mekanizma da, NOS3’Gin reaktif oksijen Grlnleri (reactive oxygen species, ROS),
anjiyotensin 2 gibi molekillerin neden oldugu endotel hiicre apoptozunu

baskilamasidir (2).
2.3. inflamasyonda Nitrik Oksit’in Rolii
2.3.1. inflamasyon

inflamasyon, patojenler, hasarli hiicreler ve toksik bilesiklerce uyarilan,
bagisikhk sisteminin olusturdugu biyolojik bir yanittir. Bu yanitta, dogal bagisiklik
sistemi hilicrelerinden olan notrofil ve makrofajlar aktive olup; NF-kB (nuclear factor
kappa b), MAPK (mitogen-activated protein kinases) ve JAK-STAT (Janus
kinase, JAK, signal transducer and activator of transcription protein, STAT) sinyal
yolaklari Uzerinden inflamasyona neden olan ajani fagosite etmektedirler. Bu
hiicreler ayni zamanda c¢esitli sitokin ve kemokin (retiminde rol alip, edinsel
bagisiklik sistemi yanitlarini da olusturmaktadirlar (34).

NF-kB transkripsiyon faktord, inflamatuvar immin yanit ve apoptoz
surecglerinde 6nemli rol oynayip, patojen tirevi maddeler ve inflamatuvar sitokinler
olmak Uzere bircok uyaran tarafindan indiiklenmektedir (35). NF-kB aktivasyonu,
immun ve inflamatuvar yanitlari diizenlemede rol alan kanonik ve kanonik olmayan
2 alt mekanizmayi icermektedir (36). Kanonik NF-kB sinyal yolagi, cesitli sitokin
reseptorlerinin ligandlari, model tanima reseptorleri (pattern recognition receptor,
PRR), TNF reseptori (TNFR) stper ailesi Gyelerinin yani sira T hiicresi reseptori (T
cell receptor, TCR) ve B hiicresi reseptori olmak lizere cesitli uyaranlara yanit verir
(37). Kanonik olmayan NF-kB sinyal yolagi ise RANK, CD40 gibi spesifik uyaranlara
yanit verir (36). Makrofajlar, dendritik hiicreler gibi dogal bagisiklik sistem hiicreleri
patojenle iliskili molekiler aracilar (pathogen associated molecular pattern, PAMP)
olarak adlandirilan PRR’leri tanir ve NF-kB sinyal yolagini aktive ederek IL-1, IL-6, IL-
12, TNFa gibi sitokinleri treterek inflamatuvar cevap olusturur (35).

inflamatuvar cevapta, MAPK'lar, Serin/Treonin protein kinaz ailesinden olup;
hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini, ve apoptozisini diizenler Osmotik stres,

mitojenler, isi soku proteinleri ve inflamatuvar sitokinler (IL-1, TNF-a ve IL-6) gibi
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cesitli uyaranlara yanit olusturur (38). IL-18 ve TNF-a sitokinlerinin PRR'ler
tarafindan uyarilmasi, NF-kB ve MAPK transkripsiyon faktorlerini birlikte uyararak
inflamatuar yaniti glglendirmektedir. IL-1B'nin IL1IR (IL-1 reseptor)'ye baglanmasi
MyD88'e baglh sinyal yolagini aktive ederken; TNFa, TNF reseptori I'e (TNF-RI)
baglanarak proinflamatuar yaniti olusturur (39).

Tirozin klnaz ailesi icinde yer alan JAK-STAT sinyal yolagi (40), cesitli
sitokinler, blylme faktorleri, interferonlar ve leptin gibi uyaranlar ile aktive olarak
hicre disi faktorlerin gen ekspresyonunu kontrol etmektedir (41). IL-6, IL-27 gibi
sitokinler, IFN-y ve tip-1 IFN’lar tarafindan aktive olan JAK-STATlar (40)
inflamasyonda 6nemli role sahiptir. Romatoid artrit, sedef hastalig ve inflamatuvar
bagirsak hastaliklarinin patogenezinde bu sinyal yolagi rol almaktadir (42).

inflamasyonda  immiin  vyanitlarin  sekillenmesinde  sinyal  yolak
aktivasyonlarinin yani sira gesitli sitokinler ve mediyatér molekiiller de gorev alir. Bu
molekillerden C-reaktif protein (CRP), serum amiloid A, fibrinojen ve al-
glikoprotein gibi antikordan bagimsiz molekiiller travma veya enfeksiyonlar
sirasinda homeostazisi diizenlemeye yardimci olmaktadir. Sitokinler ise monositler,
makrofajlar ve lenfositlerden salinarak proinflamatuvar ve anti-inflamatuvar 6zellik

gostermektedir (34).
2.3.2. inflamasyonda NOS2 ekspresyonu

Makrofajlar inflamasyonda énemli rolli olan dogal bagisiklik hicreleridir.
Makrofaj hicrelerinin polarize alt gruplarindan biri olan M1 makrofajlar, LPS gibi
bakteriyel Urlnler ve IFN-y gibi inflamatuvar sitokinler tarafindan indiklenmektedir.
M1 makrofajlar hiicre i¢i patojenlere karsi konakg¢l savunmasi ile inflamasyonda
onemli bir role sahiptir (43). M1 makrofajlari hiicre ici konak¢l savunmasini
Urettikleri TNFa, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinler ve NOS2 ekspresyonu ile
gerceklestirirler (44). NOS2 ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alan
mekanizmalar temel olarak iki sekilde olmaktadir. Bunlardan biri LPS gibi PAMPIar,

TNF ve reaktif oksijen tirleri ile indiiklenen NF-kB; digeri ise IFN-y ile indiklenen IRF-
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1 ve STAT-1 sinyal yolaklaridir. NOS2'nin optimum ekspresyonu, IFN-y ve LPS’in
beraber olduklarinda gerceklesmektedir (45).

IFN-y genel olarak T helper -1 (Th-1) hiicreleri ve aktive edilmis dogal
oldlrica (natural killer, NK) hiicrelerden Uretilip, makrofaj aktivasyonunu saglayan
ve major histokompatibilite kompleksi (majér histocompatibility complex, MHC)
ekspresyonunu diizenleyen proinflamatuvar bir sitokindir. IFN-y uyariminin NOS2
mMRNA ekspresyonunda baslica NF-kB, MAPK ve STAT1 transkripsiyon faktorlerini
aktive ederek dizenledigi gosterilmistir (45). IFN-y’nin ayrica TNF-a, MCP1 gibi
molekiller ve T hiicre aktivasyonunu saglamada da etkili oldugu bilinmektedir.
Bunun yani sira, anti-inflamatuvar 6zellikte olan IL-10 aktivitesini ve ekspresyonunu
azaltmaktadir (46). IFN-y ile aktive olan bir diger transkripsiyon faktori interferon
dizenleyici faktor 1 (interferon regulating factor 1, IRF-1)’dir. IRF-1, IFN-y veya LPS
ile uyarim sonucunda aktive olur ve NOS2 ekspresyonunun dizenlenmesinde
onemli rol oynar. (47). IFN-y ile beraber IL-17 uyariminin NF-kB sinyal yolagi
aktivasyonunu arttirarak NO Uretimini giglendirdigi ve inflamatuvar yanitlari
arttirdigi goértlmuastir (48). IFN-y tarafindan indiklenen p38 MAPK aktivasyonu ise
NOS2’nin asiri ekspresyonunu onleyerek apoptozu onleyen bir mekanizmadir (49).

LPS, toll benzeri reseptor 4 (toll like receptor, TLR4)'Gin agonistidir. Bakteriyel
enfeksiyona karsi inflamatuvar cevap olusturulmasi bagisiklik sisteminin temel
bilesenleri olan makrofajlar tarafindan baslatilir ve yénlendirilir (50). LPS ile uyarilan
makrofajlarda; NOS2 ekspresyonunda ve NO biyosentezinde artis goralir (45).
Makrofajlar, enfeksiyonlara karsi olusturduklari savunmayi, aktif radikaller,
peroksitler, katyonik peptitler, interferonlar, lizozimler ve hidrolitik enzimler
Ureterek gerceklestirirler (51). TLR4’Un LPS ile dimerizasyonu NF-kB aktivasyonunu
indiiklemektedir (52). NOS2 tarafindan yiksek konsantrasyonlarda tretilen NO hizla
RNS'ye oksitlenir, bu da NO'nun bagisiklik sistemi Uzerindeki etkilerinin ¢oguna
aracilik eder. RNS, kinazlar ve PI3K gibi transkripsiyon faktorleri olmak tizere cesitli
sinyal molekdllerini aktive eder (7, 53). RNS ayrica, mitokondriyal solunumda,

NADPH oksidaz veya MAO enzimleri de inhibe eder (54).
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Son yillarda yapilan g¢alismalarda NO'nun inflamasyon ve inflamatuvar
hastaliklardaki etkisi tGzerine odaklaniimistir (7). Memeli hiicrelerinin gogunlugunda,
romatoid artirit, osteoartirit ve ankilozan spondilit gibi iltihapli eklem hastaliklarinda
artan sitokinler tarafindan uyarim sonucunda NOS2 ekspresyonu gorlir (55,56). Bu
hastalarin serumlarinda artmis NO konsantrasyonu goriilmekle beraber, nitrotirozin
konsantrasyonlarinda da artis gortlmektedir. Nitrotirozin, NO’'nun sebep oldugu
oksidatif hasarda peroksinitratin tirozin amino asidi ile reaksiyona girmesi sonucu
olusmaktadir (6).

Astim, akut solunum sikintisi sendromu (acute respiratory distress
syndrome, ARDS) ve bronsektazi gibi solunum yolunun inflamatuvar hastaliklar
solunum yolu epitel hiicreleri ile inflamatuvar immiin hicrelerinde artmis NOS2
ekspresyonu ve yiksek miktarda NO (retimi ile karakterize edilmektedir. Asiri
inflamasyon ile gelisen akciger hasari, pulmoner fibrozise neden olmaktadir. NO’nun
bu sekilde asirt miktarda Uretiminin dezavantaji, ozellikle fagositler tarafindan
Uretilen oksidanlarin varliginda RNS ve peroksinitrit gibi molekdlleri sentezleyerek,
akciger hasarina sebep olmasidir (57).

NOS2 ekspresyonu ile iliskilendirilen bir diger hastalik grubu inflamatuvar
bagirsak hastaliklaridir. Bu hastaliklardan Ulseratif kolit veya Chron hastalig
olanlarin iltihapli mukozalarinda artmis NOS2 aktivitesi bulunmustur. Romatoid
artritli hastalarin serumlarinda oldugu gibi, Ulseratif kolitli hastalarin serumlarinda
da artmis nitrat dlzeyleri gosterilmistir (57). Bagirsak hicrelerinin epitel
hiicrelerinde Uretilen mukus salgisi, mikroplar, toksinler ve safra tuzu gibi irritanlara
karsi koruyucu 6zellik gostermektedir. Bu salgi NO'nun sGC (siklik Guanilat siklaz)'yi
aktive ederek kolinerjik salgilari indiklemesi ile saglanmaktadir (58). Bununla
birlikte, NOS2’'nin asirt ekspresyonu bagirsak epitel hicrelerinde elektrolit

dengesinin bozulmasina neden olmaktadir (59).
2.3.3. Fare ve insanda NOS2 ekspresyonu

NO;, NO’nun kendini oksitlemesi veya NO;‘nin myeloperoksidaz

(myeloperoxidase, MPQ) ve H,0; tarafindan oksidasyonu sonucu olusmaktadir (60).



14

Biyolojik sistemlerde, canli organizmanin tiiriine veya deneysel kosullara bagli olarak
NO Uretiminde farkliliklar vardir (61). NOS2 hiicrelerde fizyolojik kosullarda mevcut
olmayan ancak sitokinler ve LPS gibi imminolojik veya mikrobiyal uyaranlar
tarafindan giicll sekilde indiklenen bir enzimdir (62).

NOS2, makrofajlar ve notrofiller gibi bagisiklik tepkilerini olusturan
hicrelerin yani sira fibroblastlar, keratinositler, endotelyal ve vaskiler diiz kas
hicrelerinde de eksprese edilir (63). Fare makrofajlarinda NO (retiminin olup
olmadigi acik bir sekilde aydinlatiimistir. Bunun yaninda, insanlarda NOS2 tarafindan
indiklenen NO Uretimi ise tartismalidir (63-66) .

insanda NOS2 ekspresyonunun olmadigini ifade eden arastirmalara gore,
insan makrofajlari cesitli bakteriyal Uriinler ve lenfositlerle uyarim sonucunda NO
Uretimini gerceklestirmemektedir. insan makrofajlarinin  fungal ve mikrobiyal
enfeksiyonlarla uyarimi ile yapilan bir ¢alisma sonucunda makrofajlarda olgilebilir
dlzeyde nitrit/nitrat Gretimi gézlenmemistir (67). Schneeman ve arkadaslarinin
yaptigl bir diger calismada, insan makrofajlari LPS, IFN-y, GM-CSF ve TNF-a gibi
sitokinlerle uyarilmis; ancak ortama BHa gibi kofaktorlerin eklenmesi halinde in vitro
ortamda NOS2 ekspresyonu gozlenmemistir (68). Nathan ve Bogdan, in vitro
ortamda LPS ve |IFN-y ile wuyarilan monosit-tirevli makrofajlarda NOS2
ekspresyonunun olmamasinin sebepleri arasinda in vitro ortamin NOS2
ekspresyonunun uyarilmasinda etkili olan faktorleri tam saglayamadigi gérisiindedir
(69,70).

Fare alveolar makrofajlari herhangi bir uyarana karsi NO Uretirken, ayni
uyaranlar varhiginda insan makrofajlarinin ¢ok az miktarda NO Urettigi veya NO
Uretiminin olmadigl gortlmektedir. Bunun yaninda fare modellerinde NO {retimi
engellendiginde hiicre ici patojenlerin ortadan kaldiriimasinda sorunlar meydana
gelirken, ayni durum insan makrofajlarinda gézlenmemistir (71).

Kronik inflamatuvar hastaliklari olan bireylerden alinan alveolar
makrofajlarda ¢ok disik miktarlarda NO dretimi oldugu gosterilmistir. Bu
dogrultuda yapilan molekiler calismalarda, insan makrofajlarinin inflamatuvar

sinyallerle indiiksiyonu sonucuda bile NO Uretemedigini bulmuslardir. Ayrica fare
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makrofajlarinin aksine insan makrofajlarinda NOS2 geni tarafindan kodlanan
saptanabilir seviyelerde NOS2 proteini ifade edilmedigi sonucuna varilmistir. Buna
neden olarak da insan NOS2 promoter boélgesinin transkripsiyon baslangic bélgesine
yakin CpG motiflerinin, metillenmis oldugu gosterilmistir. Fare makrofajlarinda ise
bu durum tam aksinedir (72).

Fare ve insan NOS2 gen promotorleri incelendiginde; insan NOS2
promotoriinde ekspresyonu saglayan transkripsiyon faktéri baglayici elementler,
transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin 3 ila 13 kb yukarisinda yer alirken, fare promotor
bolgesine baglanabilen faktorlerin ¢ogu, transkripsiyon baslangi¢c boélgesinin 1 kb
icindedir. Ayrica, insan NOS2 promotorii endojen fare NOS2 promotériine
kiyaslandiginda ekspresyon diizeyinde farkliliklar gosterir (73).

NOS2 ekspresyonunun dizenlenmesinde de tirler ve hiicreler arasinda
farkhlik mevcuttur. NOS2'nin protein yapisi ve NO sentezinin kimyasi fareler ve
insanlar arasinda benzer iken; NOS2 ekspresyonunun diizenlenmesi laboratuvar
fareleri ve insanlar arasinda farkhdir (74). In vitro ortamda fare makrofajlari, LPS ve
sitokinler dahil bircok uyarana yanit olarak yiksek seviyelerde NOS2 eksprese eder,
insan makrofajlarinda ise durum biraz daha farklidir (73). Ornegin, tiberkiiloz ile
enfekte olmus bireylerin makrofajlarinda NOS2 saptanmasina ragmen; in vitro
ortamda insan makrofajlarinda ayni uyarana yanit olarak NOS2 ifadesi gorilmez
(74).

insan peritoneal, alveolar ve kan kokenli makrofajlarin, LPS ve IFN-y ile
tedaviden sonra bile 6énemli miktarlarda NO salgiladigi bulunmamistir. Ayrica,
fizyolojik kosullar altinda kararsiz olan NO'nun oksidasyon urind olan nitrit, LPS ve
IFN-y ile uyarilan insan makrofajlarindan alinan stipernatanlarda da saptanmamistir
(75).

insanda NOS2 ekspresyonu olmadigini belirten arastirmalarin aksine
ekspresyonun varhigini ileri siiren ¢alismalar da mevcuttur (63, 76-78). insanda NOS2
ekspresyonunun varligini géstermek amaciyla Buscher ve arkadaslari, fare ve insan
makrofajlarinda LPS vyanitinin  varyasyonunu ortaya c¢lkarmak amaciyla

transkripsiyonel aktivasyon molekillerini karsilastirmislardir. LPS’ye maruziyet
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sonrasinda insan makrofajlarinda NF-kB transkripsiyon faktori ile NOS2 ve IL-12b
gen ekspresyonlarinin arttigi bulunmustur. Ayni sekilde, fare makrofajlarinda da bu
gen ekpresyonlarinin artis gosterdigi ancak tlr ici varyasyonun insan
makrofajlarindaki gibi olmadigi tespit edilmistir (76).

Hibbs ve arkadaslari, insan makrofajlari lizerinde yaptiklari denemelerde
fizyolojik kosullarda insan makrofajlarinin  NO (retmedigini; enfeksiyon veya
inflamasyon durumunda ise NO Uretiminin oldugunu gostermislerdir. Bunu durumu
da enfekte insanlarin doku makrofajlarindaki artmis NOS2 proteinini gostererek
kanitlamislardir (77). insan monosit ve makrofajlarinda NOS2 mRNA ifadesi LPS ve
IFN-y ile uyarim sonucu gosterilmistir. Bunun yaninda, insan meme kanserinde
timor infiltre eden makrofajlarda NOS2 varligi gosterilmis ancak kanser
hicrelerinde gdzlenmemistir. Bu tespit, insan makrofajlarinin NO Uretimi igin kanser
hicreleri ile dogrudan uyarilabildigini ancak bazi timor hiicrelerinin makrofajlarin
sadece belli bir poptilasyonunda NO Uretimini indikledigini gostermektedir (63). Bir
diger calismada ise; Mycobacterium avium ve insan immun yetmezlik virlsa tip 1
(human deficiency viriis type 1, HIV1) ile enfeksiyondan sonra veya CD23 ve CD69
ylizey antijenlerinin ligasyonu ardindan insan makrofajlarinda NOS2 ekspresyonu ve
NO (retimi de gosterilmistir. Ancak NO Uretebilen makrofajlarin her zaman CD23*
olmadigi da belirtilmistir. Bu bulgular ile insan makrofajlarinda NOS2 ekspresyonuna
yol acan farkli aktivasyon mekanizmalarinin oldugu sonucuna varilmistir (63,78).

TNF-a’nin parakrin etkisinin IFN-y ile birlikte muamelesi sonucunda NO
Uretiminde artisa sebep oldugu sican ve insan alveolar makrofajlarinda da tespit
edilmistir. IFN-a ve IFN-B fare makrofajlarinda tek basina NOS2 indiksiyonuna
neden olmaz iken, LPS ile beraber muamele edildiklerinde nitrit Gretimini
arttirmaktadirlar (63).

Fare makrofajlarinda tliberkiloza diren¢ NOS2 ekspresyonu ile
iliskilendirilmistir. Ayni durum insan makrofajlarinda tartismalidir. NOS2 eksprese
eden makrofajlar tliberkiloza sahip bireylerin akcigerlerinde tanimlansa da yetersiz
oldugu gorust mevcuttur. Bu da insan makrofajlarinda da NOS2 eksprese edildigini

ancak fare makrofajlarindaki kadar yiksek oranlarda olmadigini gostermektedir
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(79). NOS2 eksikligi olan farelerin kullanildigi deneysel ¢alismalar, vahsi tipteki (wild
type) tirlerine gore cok cesitli bulasici hastaliklara ve sepsise daha duyarli
olduklarini belirlemistir. Bu da koruyucu immun yanitlar i¢cin NOS2 tarafindan NO
Uretiminin gerekli oldugunu gostermistir. Ayni c¢alismalar tiberkilozu olan
hastalarda tekrarlandiginda fare calismalariyla tutarl oldugu gézlenmistir (80).
Sitokin uyarimi ve transkripsiyon faktorleri NOS2 ekspresyonunun
uyarilmasinda rol alir. IL-18 ve TNFa stimilasyonu, NF-kB'nin aktivasyonuna ve
nikleer translokasyonuna vyol acarken, IFN-y stimilasyonu STAT-1 ve IRF-1
aktivasyonu ile sonuglanir (81,82). insan NOS2 promotérii bu faktérlerine ek olarak,
AP-1, C/EBP, CREB, GATA, HIF, KLF6, NFAT, Octl, PARP1, p53 icin de baglanma
bolgelerine sahiptir (83). Vera ve arkadaslari AKN-1 insan hepatosit hiicre hatti ile
yaptiklari calismada TNF-a, IFN-1pB, IFN-y ve LPS ile uyarimlar sonucunda NOS2 gen
ekspresyonunun zamana bagh olarak indiklendigini ve 4.saatte maksimum olarak
eksprese edildigini gostermislerdir. IFN-y’nin NOS2 ekspresyonunu indiiklemede en

etkili sitokin oldugunu belirtmislerdir (84,85).
2.4. Myeloid Hiicreler ve NOS2 iligkisi
2.4.1. Myeloid Hiicreler

Myeloid hicreler; granilositler, monositler, makrofajlar ve dendritik
hiicrelerden olusan hiicre grubudur (Sekil 3). Bu hiicreler kan ve lenfatik sistemde
dolasan hiicrelerdir. Doku hasari ve enfeksiyon gibi durumlarda gesitli kemokin
reseptorleri ile hizla bu bolgelere go¢ etmektedir. Kandan dokulara gectiklerinde
aktive olup, fagositoz yapabilme yetenegi ve inflamatuvar sitokinleri salgilama
Ozellikleri kazanarak koruyucu bagisiklikta 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica
homeostazisin kontroli, doku onarimi gibi durumlarda dokularda kalabilirler (86).

Grandlositler, kan dolasiminda en fazla bulunan myeloid hiicre grubu olup;
notrofiller, eozinofiller ve bazofiller olmak zere 3 alt grupta incelenmektedir (86).
Notrofiller, bakteriyal ve fungal enfeksiyonlara karsi ilk savunma hatti olup,
dolasimda en ¢ok bulunan lokositlerdir. Kisa 6mirlii hiicreler arasindadir ve kemik

iliginden slrekli olarak Uretilmektedir. Patojenlere karsi savunma sistemlerini
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antimikrobiyal ajanlar, érnegin reaktif oksijen radikalleri (reactive oxygen species,
ROS) ureterek gerceklestirirler. Bunun disinda, gesitli otoimmiin ve inflamatuvar
hastaliklarda doku hasari olusturarak kanserin ilerlemesine de sebep olabilirler (87).
Eozinofiller, parazitlere ve alerjenlere karsi immin yanitlarda énemli hiicreler olup,
gastrointestinal sistem ve kemik iligi gibi gesitli organlarda bulunmaktadirlar. Bu
hicrelerin ¢ok az bir kismi periferik kanda dolasimina katilir ve iltihap bolgelerine
Th2 hicreleri tarafindan uyarildiklari zaman infiltre olurlar (88). Bazofiller,
dolasimda en az bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler diiz kaslar, bag dokusu, mukozal
bezler ve inflamatuvar hicreler lzerinde etkilidirler ve histamin, proteazlar,
kemotaktik faktorler Greterek inflamasyonda ve ani gelisen alerjik reaksiyonlarda
gorev alirlar (89).

Kirmizi kan hicreleri (RBC) olarak da adlandirilan eritrositler, kanda en bol
bulunan hiicre grubudur. Viicuttaki tim fizyolojik streclerde rol almakla beraber
temel gorevleri tiim hiicre ve dokulara oksijenin taginmasidir (90).

Megakaryositler, trombosit Uretiminden sorumlu hiicreler olup, kemik
iligindeki en buylk hicrelerdir (91).

Mast hcreleri, bag dokularinda bulunan myeloid kdékenli hiicrelerdir. Bu
hiicreler fizyolojik kosullarda vazodilatasyon, vaskiiler homeostaz, dogustan gelen
ve kazanilmis immin tepkilerin  olusturulmasi, anjiyogenez ve zehir
detoksifikasyonunu dlizenlemektedir. Bununla birlikte, alerji, astim, anafilaksi,
gastrointestinal bozukluklar, bircok malignite tirl ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
bircok hastaligin patofizyolojisinde de rol oynamaktadir (92).

Dendritik hticreler, antijen isleyen ve sunan Ozellesmis hicrelerdir. Bu
ozellikleri ile kazanilmis immin yanitlarin baslatiimasinda ve dizenlenmesinde
blyik islevlere sahiptirler. Ayrica immunolojik hafiza ve toleransin gelismesinde de
blylk rol oynarlar (93).

Monositler, kan, kemik iligi ve dalakta bulunan hicrelerdir. Enfeksiyon
sirasinda kandan dokulara goc¢ ederek kemokin reseptorleri ve patojen tanima

reseptorleri ile aktive olan inflamatuvar dendritik hiicrelere veya makrofajlara
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dénisurler. inflamatuvar sitokinler (reterek bagisikhk savunmasinda gérev
almaktadirlar (94).

Makrofajlar, lenfoid ve lenfoid olmayan dokularda vyerlesik fagositik
hicrelerdir ve apoptotik hiicrelerin temizlenmesi ve biylime faktorlerinin Gretimi

yoluyla doku homeostazina katkida bulunurlar (86).
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2.4.2. Monosit-Makrofaj Farkhlagmasi ve Makrofaj Polarizasyonu

Dogal bagisiklik sistemi, hiicre ici ve disi tehlike sinyallerine ve cesitli
mikroorganizmalara karsl ilk savunma hattini olusturarak; inflamasyonun baslangici,
gelisimi, sonlanmasi ile doku bitinlGginin yeniden saglanmasinda gorevli sistemdir
(43). Bu sistem icinde temel olarak rol oynayan hiicre grubu mononikleer fagosit

sistem (mononuclear phagocyte system, MPS) hiicreleridir. MPS hiicreleri, hem
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yabanci ajanin ortadan kaldirilmasi hem de inflamatuvar sirecin kontrol edilerek
inflamasyon olusmasini ve organizmanin savunmasini saglayan hicrelerdir (43). Bu
hicre grubunu kemik iliginden koken alan dolagimdaki monositler, doku
makrofajlari ve dendritik hiicreler olusturmaktadir. Mononikleer fagosit sistem
hicrelerinin gelisimi, proliferasyonu, farklilagsmasi ve islevleri koloni uyarici faktor
(colony stimulating factor, CSF-1) ve IL-34 tarafindan diizenlenmektedir (95).

Monositler, kanda, kemik iliginde ve dalakta dolasan hiicreler olup;
insanlarda toplam |6kositlerin yaklasik % 10'unu, farelerde ise %2-4’(ini
olusturmaktadir. Dlzensiz bir hiicre sekline, oval veya bdbrek seklinde ¢ekirdege,
sitoplazmik vezikillere ve yiiksek sitoplazma/gekirdek oranina sahiplerdir (43). Bir
veya iki giin kan dolasiminda bulunup; bu slrecte herhangi bir tehlike sinyali ile
karsilasmadiklari durumda dokulara gecis yapmadan apoptoza ugrayarak
O0lmektedirler. Monositlerin kan araciligl ile viicuttaki cesitli dokulara yerlesme ve
burada olgunlasarak makrofajlara doniisme kapasiteleri vardir (96).

Makrofajlar, patojenlere karsi immin cevapta efektér hicreler olup,
dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesinde temel rol
oynamaktadir. inflamasyon varliginda makrofajlarin sayilari artarak hasara yol acan
patojenleri fagosite ederler ve ardindan ROS, NO ile IL-1B, IL-6 gibi sitokinler
Ureterek bu patojenleri ortadan kaldirirlar (97). Ayrica, dokunun vyeniden
sekillenmesi ve onariminda da 6neme sahiplerdir (86).

Makrofajlarin  bir diger 6nemli 6zelligi de antijen sunumunda rol
oynamalaridir. Majoér doku uygunluk kompleksi (major histocompatibility complex,
MHC) molekdlleri araciligi ile fagosite ettikleri patojenlerden kaynakli antijenleri
doku mikrogevresinde bulunan T hicrelerine sunarlar (98). Dokuya yerlesik halde
bulunan makrofajlarin yolk kesesi, fetal karaciger ve kemik iligi olmak Uzere Ug¢ ayri
gelisim yeri bulunmaktadir. Baslangicta yolk kesesinde bulunan oncil hiicrelerden,
sonrasinda farkll organlara go¢ eden fetal karacigerdeki monositlerden gelisirler
(99). Dogumdan sonrasinda ise gelisim yeri kemik iligidir (98). Dokuya yerlesik halde
bulunan makrofajlar, yetiskin memelilerin hemen hemen tiim dokularinda bulunan

ve toplam hiicre sayisinin yaklasik %10-15'ini olusturan heterojen ve degisken
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yapida hicrelerdir (Sekil 2.4). Bu oran, inflamatuvar uyaranlara yanit sirasinda
artmaktadir (43). Doku makrofajlari, bulunduklar dokularda farkli isimler
almaktadirlar. Kemikte osteoklast, akcigerde alveolar makrofajlar, beyinde mikroglia
hicreleri, bag dokuda histiyosit, karacigerde Kuppfer hiicreleri ve deride Langerhans
hicreleri olarak ifade edilir (100). Butliin makrofaj populasyonlari ayni fonksiyonel
ozelliklere sahip olup; doku gelisiminde, patojenlere karsi olusturulan bagisikhk
yanitta, dokuda meydana gelen degisikliklerin izlenmesinde ve homeostazin
saglanmasinda gorevlidirler (43). Doku makrofajlarinin ¢ogalmasi, kendi kendilerini
yenileme seklinde gerceklesmektedir. Bu sireg bliyiime faktorleri, CSF-1 ve GM-CSF
gibi sitokinleri tarafindan diizenlenmektedir. Doku makrofajlarinin  sayilari

inflamasyon sirasinda artis géstermektedir (101, 102).
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Sekil 2.4. inflamatuvar yanitlarda makrofaj polarizasyonu (1)
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Makrofaj polarizasyonu, zamana ve dokuya baglh olarak, sitokinler, bliyime
faktorleri, yag asitleri, prostaglandinler ve patojenden tiiretilmis molekdiller olmak
Uzere icsel, dissal ve doku mikrocevresi uyaranlarini iceren bir sirectir (103).
Makrofajlarin fonkiyonel plastisitesi, doku hasarinin ve enfeksiyonun ortadan
kaldirilmasinda 6nemli bir ozelliktir (43). Dokuda meydana gelen inflamasyon
varliginda, dokuda bulunan monosit-kdkenli makrofajlar, cesitli pro-inflamatuvar ve
anti-inflamatuvar sinyallere cevap olarak M1 veya M2 fenotiplerine polarize
olmaktadir (Sekil 2.5) (43, 104).

Klasik olarak aktive edilmis makrofajlar veya M1 makrofajlari, hicre igi
patojenlere karsi ilk savunma hattini olusturur, CD4 hiicrelerinin Th-1
polarizasyonunu destekler. Toll benzeri reseptorler (toll like receptor, TLR), LPS gibi
mikrobiyal Uriinler ve IFN-y sinyalleri ile indiiklenerek (105), IL-18, IL-6, IL-12, TNFa
ve tip | IFN gibi pro-inflamatuvar sitokinler ile CXCL1, CXCL3, CCL3, CXCL16 gibi
kemokinleri Ureterek, akut inflamatuvar uyaranlara cevap olustururlar. Ayni
zamanda IL-12 aracili Th1 hiicrelerinin aktivasyonunu destekler, MHC molekdllerinin
ekspresyonu ile kompleman aracili fagositozu saglarlar (106). M1 makrofajlari,
reaktif oksijen ve nitrojen ara Urinlerinin kaynagi olup, antimikrobiyal ve antikanser
direncine de aracilik eder (107).

inflamasyon bélgesinde M1 makrofajlar, patojenlerin ve kanser hiicrelerinin
ortadan kaldirilmasinda ve meydana gelen hiicre kalintilarinin da ortamdan
uzaklagtirlmasinda gorevlidir. Dokuda onarimin ve yeniden sekillenmenin
indiklendigi anti-inflamatuvar sinyaller, M1 makrofaj fenotipinin M2 makrofaj
fenotipine dontistiiminde rol alir (108).

Alternatif olarak aktive edilmis makrofajlar veya M2 makrofajlari, temel
olarak yara iyilesmesinde ve doku onariminda rol oynar, Th2 lenfositlerinin efektor
islevlerini destekler, inflamasyonun baskilanmasini saglayip, neovaskiilarizasyona
sebep olurlar. Ayrica, alerjik reaksiyonlarda ve parazitlerin yok edilmesinde de
etkindirler. M2 makrofajlar, arginaz-1, IL-10 ve TGFB gibi anti-inflamatuvar
sitokinler, mannoz ve ¢Opcl (scavenger) reseptorlerini eksprese etmektedir (104).

M2 makrofajlari kendi icinde Ug¢ alt gruba ayrilmaktadir: M2a, IL-4 ve IL-13 sitokinleri
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tarafindan uyarilir ve profibrotik 6zellige sahiptir. M2b, immin kompleksler, Toll
benzeri reseptorler veya IL-1 reseptor agonistleri tarafindan indiklenmektedir. M2c

ise, IL-10, TGF-B ve glukokortikoidler tarafindan uyarilir (109).

Thl Th2
Makrofaj
IIIIFN E @ l,/ IL-4 ™
. p1 AR | \ .
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iNOS, TNF-a, IL-1, IL6, ? IL-10, Aginasel, CD206, T
IL-12, IL-23, MCP-1, IFN-y CD204, TGF-1, VEGF, Ym1

Sekil 2.5. Makrofaj polarizasyonu ile iliskili belirtecler (2)

Makrofajlar, timor mikrogevresinde bulunan énemli hiicrelerdendir. TiUmor-
iliskili makrofajlar (tumor-associated macrophages, TAM) ise bu hicrelerin blyik bir
kismini olusturmaktadir (110). TAM’larin CD8* sitotoksik T lenfositlerinin
infiltrasyonunu ve etkisini 6nleme, vaskiler endotelyal biyime faktorini (vascular
endothelial growth factor, VEGF) eksprese ederek anjiyogenezi etkinlestirme ve
timor hiicresi proliferasyonu ile metastazini uyarma gibi cesitli gorevleri vardir
(111). TAM’lar mikrocevreden gelen sinyallere bagli olarak fenotiplerini
degistirebilen hcrelerdir. Bu ozelliklerine bagh olarak timor hicrelerini
oldirebilmekte veya timor hiicre blylimesini ve metastazini desteklemektedir.
Tyro3, Axl ve MerTK dahil olmak lizere TAM reseptor ailesinden olusan bazi 6zel

reseptor tirozin kinazlar vardir ve bu reseptorler sadece timor hiicreleri ile
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etkilesimde ©6nemli olmakla kalmaz, ayni zamanda makrofaj polarizasyonu ve

otoimmiin hastalikta da rol oynamaktadirlar (112).

2.4.3. Makrofajlarda NOS2 ekspresyonu:

NOS2 lretiminde 6nemli olan makrofajlar, hiicre ici patojenlere, viriislere ve
timor hiicrelerine karsi antimikrobiyal ve sitotoksik savunmada etkilidir. LPS, gram
negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan temel molekillerden biri olup, tek
basina veya IFN-y ile birlikte makrofaj aktivasyonunu gerceklestirerek NO Uretimini
saglamaktadir (45). Makrofajlar tarafindan artmis NO Uretimi, TLR4’Un LPS ile
aktivasyonuyla iliskilidir (113). Makrofajlar TLR4 ile uyarildiklarinda MyD88 bagimli
ve MyD88 bagimsiz Toll / IL-1 reseptoriuni (TIR) iceren sinyal yolaklari aktive olup,
cesitli sitokinlerin ve mediyatorlerin salinimi gerceklesir (113). LPS, MyD88’e
bagimsiz sinyal yolag aktive oldugunda IRF3 transkripsiyon faktorini aktive
etmektedir. MyD88’e bagh sinyal yolagl aktive oldugunda ise; NF-kB transkripsiyon
faktorinin aktivasyonu gerceklesmektedir (114). TLR'den bagimsiz olarak NOS2
ekspresyonu, Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonunda IFN-a ve IFN-B Gretimi ve
STAT1 aktivasyonu yoluyla gerceklesir. Bu durumda IFN uyarimi sonucunda IFN
diizenleyici faktor 1 (interferon regulating factor 1, IRF1) ’in aktivasyonu ile
NOS2’nin promotor aktivitesi ve ekspresyonu artis gostermektedir (113).

LPS ile uyarilan makrofajlarda, protein kinaz C (protein kinase C, PKC)
aktivasyonu olur. PKC aktivasyonu sonucu NOS2 ekspresyonu indiiklenerek NO
Uretimi artmaktadir. (115). LPS patojen ve hasarla iliskili molekiler aracilari taniyan
TLR reseptor ailesinden olan TLR4’e baglanir. Bu reseptorler gen transkripsiyonunu
uyaran eden ve proinflamatuvar yanitin indiiklenmesini saglayan sinyaller olusturur.
Bunun sonucunda makrofajlarda sitokin Uretimi, antijen sunumu ve NOS2
ekspresyonunun artisi ile NO Gretimi gerceklesir (86). NO, makrofajlar tarafindan
kanser hiicresi bluylimesinin inhibisyonu icin gereklidir. Yapilan ¢alismalarda, aktive
edilmis makrofajlarda NOS2’nin indiksiyonu hem NO (retimini arttirmis hem de

timor hicrelerinin  blylmesinin azaltilarak timoérin yok edilmesine neden
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olmustur. Dolayisiyla, aktive edilmis makrofajlar tarafindan NOS2'nin indiksiyonu,
timorisidal M1 makrofajlarin ayirt edici 6zelligi olarak belirlenmistir (115).

Akut ve kronik inflamatuvar kosullar altinda makrofajlarda artan NOS2
ekspresyonu ve NO Uretiminin yani sira ROS Uretiminde de artis goriilmektedir.
Buna iligkin bir galismada, LPS ve IFN-y’nin birlikte kombinasyonu in vitro ortamda
Raw264.7 makrofajlarinin  aktivasyonunu  saglamistir.  Bu  makrofajlarda
NADP*/NADPH oraninda artis sonucunda Nox2 (NADPH oksidaz 2) seviyelerinin
arttig1 gézlenmis ve ROS Uretiminde artis tespit edilmistir (116).

Kemik iligi kokenli makrofajlarin in vitro kosullarda hipoksiye maruziyeti
sonucunda M1 benzeri fenotipin indiklendigi ve NO Uretimi ile inflamatuvar yanita
katkida bulunduklari rapor edilmistir.(117).

GM-CSF veya IFN-y gibi sitokinler veya LPS gibi mikrobiyal uyarimlar
makrofajlarin M1 alt tipine polarizasyonunu saglamaktadir. M1 makrofajlar yliksek
dizeyde IL-12, IL-1, IL-6, IL-23, TNF-a ve CXCL10 eksprese edip, Th-1 hiicre
aktivasyonuna sebep olurlar (44). IFN-y, M1 makrofajlarin hiicre ici patojenlere karsi
aktivasyonunda, inflamasyonda ve konak¢l savunmasinda anahtar rol oynar. Ayrica,
NF-KB ve STAT1 gibi transkripsiyon faktorlerini aktive ederek NOS2 promotoriine
baglanmasina sebep olur ve NOS2 ekspresyonunu saglar. RAW264.7 makrofaj
hiicrelerinde IFN-y ve IL-17 sitokinleri ile birlikte uyarim saglandiginda bu hiicrelerde
STAT1 ve NF-kB sinyal yolaklarinin aktivasyonu sonucunda NOS2 ekspresyonu ve NO
Uretiminin gerceklestigi bulunmustur. (48).

M1 makrofajlari ile iliskili transkripsiyon faktérlerinden biri IRF ailesinden
IRF5 olup, tip | interferon, TNF, IL-6, IL-12 ve IL-23'l( aktive eden genlerin
aktivasyonunda rol alir (118). Farelerde IRF5, Leishmania donovani enfeksiyonu
sonucunda NOS2 ekspresyonunu aktive eder. IRF5 geni susturulmus fareler,
Newcastle hastaligl virlisi enfeksiyonu sonucunda tip | IFN indliksiyonunun
azaltmistir (44). IRF5 insan M1 makrofajlari i¢cin de oldukca 6nemli olup, viicutta
yerlesen bakterileri NF-kB, MAPK ve AKT sinyal yolaklarinin aktivasyonu araciligiyla
NOS2 ekspresyonunu indiikleyerek ortadan kaldirmaktadir. (119).
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M1 makrofajlar mikroorganizmalara ve neoplastik hiicrelere karsi yiksek
diizeyde reaktif oksijen ara urinlerini Ureterek sitotoksik aktivite gosterirler. Ayni
zamanda M1 makrofajlar LPS'ye yanit olarak trombosit aktive edici faktor,
prostaglandinler, enzimler ve nitrik oksit gibi serbest radikaller olmak lizere g¢ok
cesitli molekillerin salinmasini da aktive ederek, istilaci patojenlerin biylimesini ve
yayllmasini 6nlemektedir (120). Timoér mikrogevresinde makrofaj polarizasyonu
kanserden ve timoér mikrogevresi kaynakli faktorlerden etkilenmektedir (121).
Timor olusumunun erken donemlerinde timér mikrogevresinde bulunan dokuya
infiltre makrofajlar M1 karakteri ile bagisiklik tepkisini olusturmak adina
inflamasyonu baslatmaktadir. Bunun yaninda, M1 makrofajlar tiimoérin blylimesini
baskilayarak ve metastazi engelleyerek kanser derecesinin ilerlemesini
engellemektedir (122). Bunun yaninda IFN-y uyarimina bagh olarak M1 fenotipine
polarize olan makrofajlar anjiyogenezi énlemektedir. Diger taraftan IFN-y sinyali,
kanser hiicrelerinde MHC1 sunumunun uyarilmasina katkida bulunur ve bdylece
kanser hicrelerini sitolize duyarli hale getirerek timére karsi savunmada katkida
bulunur (121).

Ma ve arkadaslari, lenf nodu metastazi olan kiglk hicreli akciger kanseri
hastalarinda lenf nodu metastazi olmayan hastalara gére yogun M1 makrofaj
populasyonu bulmuslardir. Bu durum M1 makrofajlarin Urettikleri reaktif oksijen ve
nitrojen ara  Urlnleri ile TNFa gibi sitokinler aracilligiyla  timor

buyumesinin/ilerlemesini engellediklerini gostermektedir (123).

2.4.4. Meme Kanseri ile iliskili TAM hiicreleri ve NOS2 ekspresyonu

TAM'lar, timor mikrocevresinde dokuda yerlesik makrofajlar ve dolasimdaki
monositler olmak Uzere iki ana hicreden kdken alip, M-CSF, CCL2 ve CCL5 gibi
bliylime faktorleri ile kemokinler tarafindan uyariimaktadir (124).

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiri olup, kansere bagh
Ollimlerin %30’unu olusturmaktadir (125). TAM infiltrasyonu, meme kanserinde
kot prognoz ile iliskilidir. Kanserde TAM'lar, timor bliyimesine ve ilerlemesine

aracilik eder ve tedaviye direng gostererek timor gelisimine sebep olur. TAM'lar
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meme kanserinde intra-tumoral hiicre popillasyonunun %50'sinden fazlasini
olusturur (126). Ayrica, meme kanserinde yiksek diizeyde TAM infiltrasyonunun
negatif hormon reseptor varligi ile korele oldugu gosterilmistir (111).

Meme kanseri ile ilgili yapilan in vivo ve in vitro g¢alismalarda, kanser
hiicreleri tarafindan salgilanan M-CSF-1, TAM'larin timor mikrocevresine
lokalizasyonu ile iliskilidir. M-CSF-1, Epidermal biylime faktorinin (epidermal
growth factor, EGF) ekspresyonunu arttirarak anjiyogenezi desteklemektedir. EGF’in
yani sira vaskiler endotelyal biylime faktori-A (vascular endothelial growth factor-
A, VEGF-A), IL-4 ve IL-10 varliginda TAM infiltrasyonu ve M2 polarizasyonunu
indukleyerek timor biylmesine katkida bulunmaktadir (127). TAM'lar tarafindan
salinan matriks metaloproteinazlar (MMP), metastatik strece katkida bulunur.
Tumor mikrogevresinde bulunan dokuya yerlesik makrofajlar, ilgili dokuya monosit
gecisini devam ettirir ve TAM birikimini strdarir. Monositler ilk olarak M1
fenotipine polarize olarak ROS, NO ve IL-12 salimini arttirarak timor hicrelerini
yutma ve o6ldirme islevine sahiptir. Ardindan polarize olan M2 populasyonuna ait
TAM’lar ise IL-10, VEGF salimini arttirarak anjiyogenez ve timorigenezi
desteklemektedir (128, 129).

TAM’lar, timor olusumunun erken asamalarinda, timor hiicresi apoptozunu
baslatmak icin NOS2 aktiviteleri araciligi ile yiksek diizeylerde NO {retirler (110).
Tumor hiicresi apoptozdan kacip blylimeye devam ettiginde ise yeniden
programlanirlar ve timor blylmesini tesvik etmek icin daha diisiik miktarlarda NO
sentezlerler. (111).

NOS2’nin yiksek diizeyde ekspresyonunun ve artan NO Uretiminin, meme
kanseri hcrelerinin kemoresistansini ve metastazini diizenledigi kanitlanmistir
(130). Meme kanserinde NOS2 aktivitesi sonucu NO dretiminin  timor
mikrocgevresinde hipoksinin olusumu ile IFN-y ve ekzojen NO Uretimine bagh olarak
gerceklestigi gosterilmistir (124).

Metastatik MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti ile yapilan bir calismada,
IFN-y ile uyarim sonucunda IFN/JAK/STAT sinyal yolaginin aktivasyonu ile NOS2

ekspresyonunun ve nitrit miktarinin arttigr gosterilmistir (131). NOS2 ekspresyonu
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ve nitrit artisl, timor hicreleri fenotipinin daha agresif olmasina ve klinik agidan
daha direngli timorlerin gelismesine neden olmaktadir (132).

NOS2 ekspresyonu, ER" meme kanseri kadin hastalarda koétu prognoz ve
sagkalim siiresinin azalmasi ile iliskilidir. Ayrica, NOS2 varliginin, artmis mikro-damar
yogunlugu, p53 timor baskilayici genin inaktivasyonu ve aktive edilmis EGFR
belirtecleri ile korelasyonu gosterilmistir (133). ER* ve ER™ tUmorlerde timor
mikrogevresindeki bazi farkliliklarin da NO dretimini etkiledigi belirtilmistir. ER"
timorler, ER* timorlere kiyaslandiginda daha fazla TAM varligina sahip olma
egilimindedir. Dolayisiyla ER™ tiimorlerde daha yliksek seviyelerde proinflamatuvar
sitokin Uretilmektedir. Buna bagh olarak, ER™ timorlerde Uretilen NO miktari ER*
timorlere gore daha fazladir (131).

Bu bilgiler dogrultusunda yapilan calismada, monosit-makrofaj donisimi
sirasinda myeloid hicrelerin gegirdigi es zamanl aktivasyon ve farklilasma
sureclerinin NOS2 ifadesini ne sekilde degistirdigi ve insan myeloid hicrelerinde NO

ekspresyonu incelendi.
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3. GEREG ve YONTEM
3.1. Calismada Kullanilan Malzemeler

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), RPMI 1640,
penisilin/streptomisin ¢ozeltisi, L-glutamin, fetal sigir serumu (fetal bovine serum,
FBS), 10x Tripsin—EDTA (Biological Industries, israil; Lonza, isvicre; Biowest, Fransa);
fosfat tamponlu tuz cozeltisi (phosphate buffered saline, PBS) (Advansta, ABD);
tripan mavisi, sodyum florir, fenilmetilstlfonil florit (phenylmethylsulfonyl flioride,
PMSF), etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), tris, B-merkaptoetanol, etanol,
dietilpirokarbonat (diethylpyrocarbonate, DEPC), radyo-immiin presipitasyon analizi
(radio-immunoprecipitation assay, RIPA) tampon ¢Ozeltisi, proteaz inhibitor kokteyli,
sigir serum albimin (bovine serum albumine, BSA), protein belirteci, polivinildiflorid
(PVDF) membran, filtre kagidi, bikinkoninik asit (bicinchoninic asit, BCA) protein
analiz kiti, DNaz enzimi (DNase 1), Dream Taq tampon c¢o6zeltisi, Taq polimeraz
enzimi, 25 mM dNTP ¢ozeltisi, 50 baz cifti (b¢) DNA belirteci, oligo(dT) primerler, 4x
reaksiyon tampon c¢ozeltisi, ribonilkleaz inhibitori (RibolLock), ters (reverse)
transkriptaz (RT) enzimi (Thermo Scientific, ABD); 100 b¢ DNA belirteci (GeneDirex
OneMark 100, ABD) calyculin A, B-aktin tavsan anti-insan monoklonal antikorlari,
anti-fare 1gG HRP bagl sekonder antikorlar (Cell Signaling, ABD); forbol 12-miristat
40 13-asetat (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA), sodyum dodesil silfat (SDS)
(JT Baker, ABD); amonyum persiilfat (APS), tetrametiletilendiamin (TEMED),
SsoAdvanced ™ Universal SYBR® Green Supermix c¢ozeltisi (BioRad, ABD); glisin,
metanol, MayGrinwald c¢ozeltisi, Giemsa c¢Ozeltisi, entellan (Merck, Almanya);
tween-20 (AppliChem, Almanya); yagsiz sit tozu (Pinar, Tirkiye); RNeasy Mini Kit
(Qiagen, ABD); RNA temizleme ve konsantre etme kiti (Zymo Research, ABD);
yikleme boyasi (6x; Thermo Scientific, ABD; BioRad, ABD); Tris Borat EDTA (10x;
Gibco, ABD); agaroz (Lonza, isvicre); polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PZR)
kullanilan oligoniikleotitler (Sentegen, Turkiye); rekombinant insan IFN-y, LPS (R&D,
ABD); fiksasyon ve permeabilizasyon ¢ozeltisi (Cytofix/Cytoperm), permeabilizasyon

yikama tampon c¢ozeltisi (1x; PermWash Buffer), fare anti-insan fibronektin
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monoklonal antikoru (BD, ABD); karboksi-diklorodihidrofloresan diasetat
(H2DCFDA), 4,5-diaminofloresan Diasetat (DAF;DA), monoklonal anti-NOS2 antikoru
(BioLegend), Griess kiti (Thermo Scientific, ABD).

3.2. Calismada Kullanilan Cézeltiler

Tam DMEM Besiyeri: Ticari olarak temin edilen yilksek glikoz (4.5 g/L) ve L-
glutamin (2 mM) iceren DMEM besiyeri ortamina son konsantrasyonu %10 olacak
sekilde 1si ile inaktive edilmis (56°C, 20 dk.) FBS ve son konsantrasyonu %1 olacak
sekilde penisilin/streptomisin eklendi. Hazirlanan tam besiyeri 4°C’de saklandi.

Tam RPMI 1640 Besiyeri: Ticari olarak temin edilen RPMI 1640 besiyeri
ortamina son konsantrasyonu %10 olacak sekilde 1isi ile inaktive edilmis (56°C, 20
dk.) FBS ve son konsantrasyonu %1 olacak sekilde penisilin/streptomisin eklendi ve
hazirlanan tam besiyeri 4°C'de saklandi.

%20 FBS iceren Tam RPMI 1640 Besiyeri: Ticari olarak temin edilen RPMI
1640 besiyeri ortamina son konsantrasyonu %20 olacak sekilde 1si ile inaktive
edilmis (56°C, 20 dk.) FBS ve son konsantrasyonu %1 olacak sekilde
penisilin/streptomisin eklendi ve hazirlanan tam besiyeri 4°C’de saklandi.

PBS Tampon Cozeltisi (1x): Ticari olarak temin edilen ve 150 mM sodyum
kloriir ile 10 mM sodyum fosfat iceriginde toz formundaki PBS, 500 mL distile suda
(dH20) cozilerek, 7.2 pH degerine sahip 1x PBS tampon c¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozelti hiicre kiltirl deneyleri icin otoklavlanarak sterilize edildi ve
4°C'de sakland.

TBS-Tween-20 (TBS-T) Tampon (Cozeltisi: Western-Blot deneylerinde
kullanilmak (zere 1 M konsantrasyonunda Tris (pH = 8, 20 ml), 5 M
konsantrasyonunda NaCl ¢ozeltisi (30 ml) ve Tween 20 (5 ml) sollisyonu karistirildi;
distile su ile son hacim 1 It'ye tamamlandi. Hazirlanan ¢o6zelti 4°C’'de saklandi.

Jel Yiiriitme Tampon Cozeltisi: Western Blot deneylerinde kullaniimak Gzere,
kit iceriginde bulunan 10x konsantrasyonundaki Tris/Glisin/SDS tampon c¢ozeltisi
distile su ile 1x konsantrasyona seyreltildi. Hazirlanan jel yliritme tampon c¢ozeltisi

oda sicakliginda saklandi.



31

SDS-jel Yiikleme Tampon Coézeltisi: Ceker ocagin icinde Western Blot kit
iceriginde bulunan 4x 6rnek yiikleme tamponundan 95 pl, B-merkaptoetanol’den ise
5 ul alinarak, 2 ml'lik tlp igerisinde ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti 4°C’de
saklandi. 4x 6rnek ylikleme tamponu igerigindeki Tris-HCI, tampon gorevi gorirken,
gliserol orneklerin kuyulara ¢okmesini saglamakta, bromfenol mavisi ise 6rnegin
jelde yuratulirken takibinde yardimci olmaktadir. -merkaptoetanol ise protein
konformasyonunun primer yapilya déniismesini saglamaktadir.

Transfer Tampon Cozeltisi: Final konsantrasyonu; 24 mM tris ve 200 mM
glisin olacak sekilde distile su igerisinde 5x konsantrasyonda hazirlandi. Elde edilen
¢ozelti +4°C'de saklandi. Transfer tampon c¢ozeltisi kullanilmadan 6nce; absolut
metanol ve distile su ile 1:1:3 oraninda karistirilarak 1x konsantrasyona seyreltildi.

Tripan Mavisi: Toz formunda bulunan tripan mavisi son konsantrasyonu
%0,4 olacak sekilde 1x PBS icerisinde ¢6zlld{i ve oda sicakhginda saklandi.

Liziz Tampon Cozeltisi: Protein lizati eldesinden 6nce 4°C'de hazirlanarak
taze olarak kullanildi. Bunun igin ticari olarak temin edilen 25 mM Tris-HCl (pH 7,6),
150 mM NaCl, %1 NP-40, %1 sodyum deoksikolat, %0.1 SDS igerigine sahip RIPA
tampon c¢ozeltisine; 200 mM sodyum flortir (NaF), 5 mM EDTA, 1x proteaz inhibitor
kokteyli (protease inhibitor cocktail, PIC), 50 nM Calyculin A, ve 1 mM PMSF eklendi.

Sodyum Floriir (NaF) Cozeltisi: Son konsantrasyonu 5 M olacak sekilde (10.5
g NaF/50 mL dH20) hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti 4°C’'de saklandi.

PMSF Cozeltisi: Son konsantrasyonu 200 mM olan stok ¢6zelti hazirlamak
icin, toz halinde bulunan 35 mg PMSF, 1 mL izopropil alkol icinde c¢ozilda.
Hazirlanan ¢ozelti -20°C’de saklandi.

EDTA Cozeltisi: Son konsantrasyonu 0.5 M olan stok ¢ozelti hazirlamak icin,
toz halindeki 7.3 g EDTA, 50 mL dH20 icinde ¢ozildi. Hazirlanan ¢ozelti 4°C’'de
saklandi.

Calyculin A Cozeltisi: Son konsantrasyonu 50 uM olan stok ¢ozelti hazirlamak
i¢in, liyofilize halde bulunan Calyculin A, 200 puL DMSO iginde ¢ozlldu. Cozelti -
20°C'de saklandi.
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Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) Cozeltisi: Steril kosullar altinda, liyofilize
halde bulunan 1 mg PMA, 1 mL DMSO icinde ¢o6zilerek 1.6 mM ana ¢ozelti
hazirlandi. Bu ana c¢ozelti serum icermeyen RPMI 1640 besiyeri ile seyreltilerek 80
uM (50 pug/mL) konsantrasyonda ara stok ¢ozelti elde edildi. Ara stok ¢ozelti serum
icermeyen 1640 besiyeri ile seyreltilerek 20 uM konsantrasyonda 2. ara stok ¢ozelti
hazirlandi. Hazirlanan ara stok ve stok ¢ozeltiler alikotlar halinde -20°C’de saklandi.

Rekombinant insan Pro-inflamatuvar Sitokinleri: Liyofilize halde bulunan
sitokinler steril kosullar altinda %0.1 BSA iceren 1x PBS tampon ¢o6zeltisinde
hazirlandi. Bu ¢6zelti igin IFN- y dH,O0 igerisinde 0.2 mg/mL konsantrasyonda ve LPS
dH,0 icerisinde 1 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde karistirilarak stok ¢ozeltiler
hazirlandi. Bu stoklardan, IFN-y igin FBS icermeyen RPMI 1640 besiyeri igerisinde 20
ug/mL; LPS igin 100 pug/mL olacak sekilde ara stok ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan
stok ve ara stok ¢ozeltiler alikotlar halinde -80°C’de saklandi.

Karboksi-diklorodihidrofloresan Diasetat (H.DCFDA): Liyofilize halde
bulunan 100 mg H,DCFDA steril kosullar altinda DMSO iginde ¢6ziilerek 100 mM
¢ozelti hazirlandi ve alikotlar halinde -80°C’de saklandi.

4,5-diaminofloresan Diasetat (DAF.DA): Liyofilize halde bulunan 100 mM
DAF;DA steril kosullar altida DMSO igerisinde ¢ozlilerek 500 uM konsantrasyonunda
ara stok cozeltiler hazirlandi. Hazirlanan c¢ozeltiler alikotlar halinde -80°C’'de
saklandi.

Primer ve Sekonder Antikorlar: Western-Blot analizlerinde kullanilan ve [3-
aktin fare anti-insan monoklonal antikorlari ve fare anti-insan NOS2 monoklonal
antikorlari ile anti-fare 1gG HRP bagli sekonder antikorlar TBS-T c¢oOzeltisi icinde
belirtilen konsantrasyonlarda (primer antikorlar:, 1/10000; B-aktin, 1/1000; NOS2,
sekonder antikorlar: 1/5 anti-fare 1IgG HRP) seyreltildi.

Tris Borat EDTA (TBE) Tampon Cézeltisi: 800 mM konsantrasyonunda Tris,
900 mM konsantrasyonunda borik asit ve 25 mM konsantrasyonunda EDTA
bilesenlerinden olusan ¢6zelti 10x konsantrasyonda hazirlandi ve distile su ile 1x

konsantrasyona seyreltildi.
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3.3. Hiicre Kiiltiira

Tez ¢alismasi kapsaminda MDA-MB-231 ve HCC38 bazal benzeri karaktere
sahip insan meme kanseri hlicre hatlari;; SW982 insan fibroblast hiicre hatti; THP-1
insan monositik hiicre hatti, J774A.1 fare monositik hiicre hatti, 4T1 fare meme
kanseri hiicre hatti ve EMT6/AR1 fare meme timaoru hicre hatti kullanildi.

Bu hiicre hatlarindan MDA-MB-231, HCC38, SW982, 4T1, EMT6/AR1 hiicre
hatlari aderan, J774A.1 yari aderan, THP-1 ise slispanse Ozellige sahiptir.

Hiicre hatlarindan MDA-MB-231 tam DMEM besiyerinde; HCC38, SW982,
4T1, EMT6/AR1 ve THP-1 tam RPMI 1640 besiyerinde; J774A,1 %20 FBS iceren tam
RPMI 1640 besiyerinde cogaltildi. Tim hicre hatlarinin kiltiri %5 CO; iceren

37°C’deki nemli inklibatorde gerceklestirildi.

3.3.1. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi ve ¢oziilmesi

Hiicre hatlari 5 ml tam besiyeri ile siispanse hale getirildikten sonra 4 ml FBS
ve 1 ml DMSO eklenerek dondurma ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti her viale 1
ml olacak sekilde aktarildiktan sonra alikotlanarak ‘Mr. Frosty’ dondurma kabina
yerlestirilip -80°C’de 1 gece saklandi. Ardindan -196°C sivi azot iceren tankta buhar
fazinda bulunan kaplara aktarildu.

Hiicre hatlarinin ¢ézilmesi isleminde; sivi azot iceren tankin buhar fazinda
bulunan kaplarindan alinan vialler, daha 6ncesinde 37°C’lik su banyosunda isitilan ve
icerisinde distile su bulunan beherlere aktarildi. Daha sonra etil alkol ile steril hale
getirilerek hicre kiltliri ortamina alindi ve pastor pipeti kullanilarak 37°C’ye
getirilmis tam besiyeri iceren 50 ml’lik tiplere aktarildi. DMSO’yu uzaklastirmak igin
santriflij (oda sicakhiginda; 1800 rpm, 5 dk) edildi. Santriflj sonrasi stipernatan kismi
atilip, hicreler tam besiyerinde siispanse hale getirildi ve T25 flasklara alinarak %5

CO; iceren 37°C'de nemli inkiibatorde kultird yapildi.

3.3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre kultlirt kaplarinda cogalan hicrelerin %80 yogunluga ulasmasi ile

aderan hiicrelerden besiyeri uzaklastirildi. Ardindan 1x PBS cozeltisi ile flask
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duvarinda bulunan hiicreler yikandi ve 10x konsantrasyona sahip tripsin-EDTA
¢ozeltisi (T25 flasklar icin 300 uL; T75 flasklar i¢in 600 uL) eklenerek inklibatoérde 2-5
dk. bekletildi. inkiibasyon sonunda flasklara tam besiyeri eklendi ve hiicreler
toplanarak 50 mL’lik tliplere aktarildi. Hicre sayimi gerceklestirilerek (Bkz. Hicre
sayimi) analizlerde kullanilacak hicre sayisi belirlendi. Diger yandan hicre
¢ogalmasinin devamhligini saglamak icin T75 flasklarda 2-3 ml hiicre slispansiyonuna
son hacim 18-20 ml olacak sekilde tam besiyeri eklenerek hicrelerin kiltirine
inkubatorde devam edildi.

Yari aderan c¢ogalan hicrelerin pasajlama isleminde, kaziyici (scraper)
yardimi ile flask tabaninda bulunan hiicrelerin kaldirilmasi saglandi. Flask igerisine
seyreltme orani 1:15 olacak sekilde tam besiyeri eklendi ve hiicreler pipetaj
yapilarak homojen sekilde dagitildi. Daha sonra hiicre sayimi gerceklestirilerek (Bkz.
Hicre sayimi) analizlerde kullanilacak hiicre sayisi belirlendi. Hicre ¢ogalmasinin
devamhligi icin de, T25 flask icerisindeki 1-2 ml hiicre slispansiyonuna son hacim 10
ml olacak sekilde tam besiyeri eklenerek hiicreler inklibatore kaldirildi.

Suspanse olarak cogalan hiicrelerin pasajlama isleminde ise, hiicrelere
pipetaj yapilarak dibe ¢oken hicreler kaldirildi ve flask icerisinde homojen bir daglim
saglandi. Hucrelerin %’si alinarak 50 ml’lik tUplere aktarildi ve hiicre sayimi
gerceklestirilerek (Bkz. Hiicre sayimi) analizlerde kullanilacak hicre sayisi belirlendi.
Hicre cogalmasinin devamliligi icin de, flaskta kalan hiicrelerin (izerine 1:1 olacak

sekilde tam besiyeri eklenerek hiicreler inkiibatorde kiltiire edildi.
3.3.3. Hiicre Sayimi

Hiicre sayiminda dikkat edilmesi gereken en o6nemli konu, sayilacak
hiicrelerin homojen dagilim gbéstermesi ve tek hiicrelerden olusmasidir. Siispanse
hale getirilen hiicrelerden (Bkz. Hiicrelerin pasajlanmasi) pipetaj yapilarak 10 pl
alindi ve 10 pl tripan mavisi ile 1:1 oraninda karistirildi. Hiicreler, Fuchs-Rosental
hemositometrisinde lam ile lamel arasina aktarilarak 10x buylitmeli 1sik
mikroskobunda sayildi. Sayim islemi gerceklestirilirken boyayi icine almayan yani

canli hiicre sayimina dikkat edildi ve 16 kiiclik kareden olusan alan icerisindeki her
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satir ve sttundan birer adet olacak sekilde 4 kiicik kare sayildi. Fuchs-Roseental
hemositometrisinde (Sekil 3.1) sayim yapilan alanlarin olgileri 1 mm x 1 mm ; lam
ile lamel arasindaki uzaklik ise 0.1 mm’dir. Bu degerlerden yola ¢ikilarak Formiil

3.1’e gore hiicre sayisi hesaplanmistir.
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Sekil 3.1. Fuchs-Rosenthal hemositometrisinin (Hausser Scientific, ABD) mikroskop
altinda sematik goriiniimu. Bir kenari 1 mm olan bir kare, kenarlari 0,25
mm olan 16 kiiglik kare igerir.

Alan =1 mm x 1 mm = 1mm?
Hacim=1mm?x0.1mm=1mm3=1x10*
Hucre sayisi/ml = (Sayilan Toplam Hicre x Seyreltme Faktorl) / Sayilan alan x

10.000 (3.1)

3.3.4. Meme Kanseri Hiicre Hatlari ve Fibroblast Hiicre Hattindan

Siipernatan Eldesi

insan MDA-MB-231, HCC38 bazal benzeri meme kanseri hiicre hatlari;
SW982 fibroblast hicre hatti ile fare 4T1 ve EMT6/AR1 meme kanseri hiicre hatlar
tam RPMI 1640 besiyeri icerisinde 5x10° hiicre/ml olacak sekilde T75 flasklara
aktarildi. Ardindan 48 saat boyunca %5 CO; iceren 37°C'lik nemli inkiibatérde
kiiltire edildi. inkiibasyon sonunda flasklardan besiyeri toplanarak 50 ml'lik tiiplere

aktarildi. Hiicre ve hiicre atiklarindan uzaklastirmak icin santrifij (1800 rpm, 5 dk.,
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oda sicakligl) edildikten sonra stipernatan kismi alinarak 15 ml’lik tiplere 3’er ml

paylastirildi ve -80°C’de saklandi.

3.3.5. THP-1 insan Monositik Hiicre Hattinin Elde Edilen Siipernatanlar ile

Uyarilmasi

MDA-MB-231, HCC38 insan bazal benzeri meme kanseri hiicre hatlari ile
SW982 insan fibroblastik hiicre hattindan elde edilen ve -80°C'ye kaldirilan
sipernatanlar buz lzerinde ¢6ziildii. 3 ml sipernatanin lizerine 3 ml tam 1640 RPMI
besiyeri eklenerek 1:1 oraninda seyreltildi.

T75 flaskta bulunan THP-1 hiicreleri flask icerisinde pipetaj yapilarak
homojen sekilde dagitildi ve besiyeri icerisinde bulunan THP-1 hicrelerinin %’si 50
ml’lik tupe alinarak hiicre sayimi yapildi. Ardindan hiicre sayisi 3x10® hicre/ml
olacak sekilde 15 ml'lik tiplere aktarildi ve santriflij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakhg)
yapildi. Santrifij sonrasi besiyeri uzaklastirilarak, pelet halinde hiicreler 1:1 oraninda
seyreltilen MDA-MB-231, HCC38 ve SW982 siipernatanlari ile ayri ayri stispanse hale
getirildi. Sltspanse hiicrelere 30 nM konsantrasyonda PMA eklendi ve pipetaj
yapilarak hicrelerin  PMA ile etkilesimlerinin homojen olmasi saglandi.
Slpernatanlar ile slispanse hale getirilip PMA ile uyarilan THP-1 hicreleri, 6
kuyucuklu plaklara her bir kuyucuk icerisinde 5x10° hiicre/ml olacak sekilde
pipetlendi ve 72 saat boyunca %5 CO; iceren 37°C’lik nemli inkibatérde kiltiire
edildi. Boylece THP-1 hicrelerinin aderan o6zellik kazanmalari ve makrofaj
hiicrelerine farklilasmalari saglandi.

T75 flaskta bulunan ve %’si 50 ml’lik tlplere alinarak sayilan THP-1
hiicrelerinin bir kismi da santriflj (1800 rpm, 5 dk., oda sicakligi) sonrasinda besiyeri
uzaklastirildiktan sonra tam RPMI 1640 besiyeri ile slispanse hale getirildi. Sispanse
hiicrelerin Gzerine 30 nM konsantrasyonda PMA eklendi ve pipetaj yapilarak
hiicrelerin PMA ile etkilesimlerinin homojen olmasi saglandi. Tam RPMI 1640
besiyeri ile siispanse hale getirilip PMA ile uyarilan THP-1 hicreleri, 6 kuyucuklu
plaklara her bir kuyucuk icerisinde 5x10° hiicre/ml olacak sekilde pipetlendi ve 72
saat boyunca %5 CO; igeren 37°C’lik nemli inklbatorde kiltire edildi (Sekil 3.2).
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Boylece THP-1 hicrelerinin aderan 6zellik kazanmalari ve makrofaj hiicrelerine

farkhlasmalari saglandi.
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Sekil 3.2. MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen siipernatanlar varliginda uyarilan
THP-1 hiicrelerinin deney tasarimi

3.3.6. J774A.1 Fare Makrofaj Hiicre Hatlarinin Elde Edilen Siipernatanlar ile

Uyarilmasi

4T1 ve EMT6/AR1 fare meme kanseri hicre hatlarindan elde edilen ve -
80°C’ye kaldirilan stipernatanlar buz lizerinde ¢6zlldi. 2 ml siipernatanin Gzerine 2
ml tam 1640 RPMI besiyeri eklenerek 1:1 oraninda seyreltildi.

T25 flaskta bulunan J774A.1 hiicreleri kaziyici yardimi ile kaldirildiktan sonra
flask icerisinde pipetaj yapilarak homojen sekilde dagitildi ve J774A.1 hicrelerinin
%’si 50 ml’lik tipe alinarak hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayisi 2x10° hiicre/ml olacak
sekilde 15 ml’lik tiplere aktarildi ve santrifiij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakligi) yapildi.
Santrifiij sonrasi besiyeri uzaklastirilarak, pelet halinde hicreler 1:1 oraninda
seyreltilen 4T1 ve EMT6/AR1 sipernatanlari ile ayri ayri stspanse hale getirildi.
Slpernatanlar ile siispanse hale getirilen J774A.1 hiicreleri, 6 kuyucuklu plaklara her
bir kuyucuk icerisinde 5x10* hiicre/ ml olacak sekilde pipetlendi ve 72 saat boyunca
%5 CO; iceren 37°C’lik nemli inkiibatorde kiltire edildi.

T25 flaskta bulunan ve %’si 50 ml’lik tlplere alinarak sayilan J774A.1

hicrelerinin bir kismi da santrifiij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakligl) sonrasinda besiyeri
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uzaklagtirildiktan sonra tam RPMI 1640 besiyeri ile sispanse hale getirildi. Tam
RPMI 1640 besiyeri ile sispanse hale getirilen J774A.1 hicreleri, 6 kuyucuklu
plaklara her bir kuyucuk icerisinde 5x10% hiicre/ml olacak sekilde pipetlendi ve 72
saat boyunca %5 CO; igeren 37°C’lik nemli inkibatorde kiltire edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. 4T1 hicrelerinden elde edilen stipernatanlar varliginda uyarilan
J774A.1hiicrelerinin deney tasarimi

3.3.7. Miyeloid Hiicrelerin Pro-inflamatuvar Sitokinler ile Uyarilmasi

MDA-MB-231, HCC38 insan bazal benzeri meme kanseri hiicre hatlari veya
SW982 insan fibroblast hiicre hattindan elde edilen slipernatanlar ile uyarilan THP-1
hiicreleri ve tam 1640 besiyeri ile uyarilan THP-1 hicrelerinin 72 saat siiren
inklibasyonu sonunda; tam 1640 RPMI besiyeri veya 1:1 oraninda seyreltilen
sipernatanlar uzaklastirilarak, taze tam 1640 RPMI besiyeri veya taze 1:1 oraninda
seyreltilen slipernatanlar eklendi. Boéylece PMA ortamdan uzaklastirildi. Ardindan, 6
kuyucuklu plagin 2 kuyucugu 100 ng/ml konsantrasyonda IFN-y ile; 2 kuyucugu
1ug/ml konsantrasyonda LPS ile uyarildi. Diger 2 kuyucukta ise herhangi bir uyarim
yapilmadi. Bu sekilde hicreler 48 saat boyunca %5 CO; iceren 37°C’lik nemli
inkubatoérde kiltire edildi.

4T1 ve EMT6/AR1 fare meme kanseri hicre hatlarindan elde edilen
sipernatanlar ile uyarilan J774A.1 hicreleri ile yapilan calismada da ayni sekilde

deney uygulandi. Bu hiicreler icin IFN-y uyarimi olmayip; kuyulardan tg¢l 1pg/ml
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konsantrasyonda LPS ile uyarildi, diger 3 kuyuda ise herhangi bir uyarim yapilmadi.
Ardindan hiicreler 48 saat boyunca %5 CO; iceren 37°C’'lik nemli inklibatorde kiltiire
edildi.

72 saatlik inklbasyonun ardindan 48 saat boyunca pro-inflamatuvar
sitokinler varliginda slipernatan veya tam 1640 besiyeri icerisinde inkiibe edilen
THP-1 veya J774A.1 hiicrelerinden besiyerleri uzaklastirilarak 1x PBS ile yikama
islemi gerceklestirildi. Daha sonra 10x tripsin-EDTA ¢o6zeltisi eklenerek etiivde 3-4
dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan hiicrelere Cell Wash c¢ozeltisi eklendi
ve 15 ml’lik tiplere aktarildi. Santrifij (1800 rpm, 5 dk., oda sicaklig) sonrasi Cell
Wash ¢ozeltisi uzaklastirilarak hiicreler 1 ml tam besiyeri ile slispanse hale getirilip

sayildi.
3.4. Akim Sitometri

Supernatanlar veya tam RPMI 1640 besiyeri ile inkiibasyonu tamamlanan
THP-1 ve J774A.1 hiicreleri sispanse hale getirilip sayildiktan sonra, her bir antikor
icin 1x10° hiicre akim sitometri tiplerine aktarildi.

Akim sitometrik analizi igin slispanse hiicrelere 6zgul antikorlar eklendi ve
4°C’'de 40 dakika inkiibasyon yapildi (Tablo 3.1). Ardindan, hiicrelerin Uzerine Cell
Wash c¢ozeltisi eklenerek santrifiij (1800 rpm, 5 dk., oda sicakligi) edildi. Bu sekilde
hiicreler ile etkilesime girmeyen antikorlar ortamdan uzaklastirildi. Santrifiij sonrasi
tlplerden stipernatan kismi uzaklastirildi ve 100 ul Cell Wash ¢ozeltisi ile hiicreler
tekrar stispanse hale getirildi. Hiicrelerin fenotip belirteglerinin diizeyi FACSAriall
akim sitometri cihazi (BD, ABD) ve FACS Diva yazilimi (BD, ABD) kullanilarak floresan
yogunluguna gore analiz edildi. Hiicrelerin tek tek analizini yapabilmek icin forward
scatter height (FSC-H) ve forward scatter area (FSC-A) dagilim grafigi olusturuldu. Bu
hiicrelerin granilaritesi ve boyutlarina gore analizini gerceklestirmek amaciyla ise

side scatter area (SSC-A) ve FSC-A dagilim grafigi kullanildi.
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Tablo 3.1. Akim sitometride kullanilan antikorlara iliskin bilgiler

Antikor Klonu Uretici Florokrom Tup Ba'sma Koyulan
Miktar (ul)
CD14 M5E2 BD, ABD FITC 5
CD11c S-HCL3 BD, ABD PE 5
MD2 18H10 Abcam, ingiltere FITC 3
CD40 FC Biolegend, ABD FITC 1
IFNYR B27 Biolegend, ABD PE 1
TLR4 HTA125 Biolegend, ABD PE 1
F4/80 Cl:A3-1 Abcam, ingiltere FITC 1

3.4.1. ROS/NO Analizi

Supernatanlar veya tam RPMI 1640 besiyeri ile inkiibasyonu tamamlanan
THP-1 ve J774A.1 hiicreleri slispanse hale getirilip sayildiktan sonra, ROS ve NO
analizi icin 1x10° hiicre akim sitometri tiplerine aktarildi.

ROS ve NO analizi icin hiicreler karanlik ortamda 2 pl hacminde H,DCFDA ve
1 ul hacminde DAF,DA ile muamele edildikten sonra %5 CO; iceren 37°C’deki nemli
inkiibatdrde 30 dk. boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler buz iizerine
alinip Cell Wash c¢ozeltisi eklenerek santrifiij (1800 rpm, 5 dk., +4°C) edildi. Santrifij
sonras! tluplerden slipernatan kismi uzaklastirildi ve 100 ul Cell Wash ¢ozeltisi ile
hiicreler tekrar sispanse hale getirilerek buz tzerine alindi.

ROS/NO duzeyleri akim sitometride (495 nm eksitasyon, 529 nm emisyon)
degerlendirilerek  (Bkz.Akim sitometri 3.4); hucrelerin ROS/NO (retim
kapasitelerinin analizi ortanca floresan yogunlugu degerlerine gore yapildi (Formdil
3.2).

Normalize OFY degeri = Ozgiin antikor ile isaretli hiicre OFY degeri / izotipik

kontrol antikoru ile isaretli hiicre OFY degeri (3.2)
3.5. Western Blot Analizleri
3.5.1. Protein Lizati Hazirlama

Protein lizatlari 6 kuyucuklu plaklarda ekilip MDA-MB-231 hiicre hattindan
elde edilen slipernatan icerisinde ayri ayri IFN-y ve LPS ile uyarilan THP-1 hiicreleri

ve 6 kuyucuklu plaklarda ekilip tam 1640 RPMI besiyeri icerisinde IFN-y ve LPS ile
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uyarilan THP-1 hiicrelerinden elde edildi. Bu amacla MDA-MB-231 slipernatani veya
tam RPMI 1640 besiyeri iginde aktive edilen hiicreler belirlenen inkiibasyon
suresinin sonunda buz Uzerine alindi ve slipernatan veya besiyeri uzaklastirldi.
Ardindan hiicrelerin bulundugu kuyucuklar 2 kere soguk 1x PBS ile yikandi. 1x PBS’in
kuyucuklardan tamamen uzaklastiriimasina dikkat edildi. Her bir kuyucuk Gzerine 25
pl liziz tampon c¢ozeltisi eklenerek hiicrelerin kaziyici yardimi ile kuyucuklarin
tabanindan kaldirilmasi saglandi. Kaldirilan hicreler 1,5 ml’lik tiiplere aktarilarak 5
dk. vorteks yapildi. Ardindan 4°C’de soguk odada bulunan dikey karistiriciya
tutturularak 20 dakika boyunca alt-ust seklinde karismasi saglandi. Hiicreler santrifij
edildikten sonra (14000 rpm, 10 dk., 4°C) stpernatan kisimlari 1,5 ml’lik tlplere
aktarildi ve -80°C’de saklandi.

3.5.2. Protein Konsantrasyonu Ol¢iimii

Orneklerdeki protein miktarlarinin  belirlenmesinde bikinkoninik asit
(bicinchoninic asit assay, BCA) yontemi kullanildi. Bu amacla, lizat haline getirilen
hicreler buz tzerine alinarak ¢ozildi. Standartlar, BCA kitinde bulunan 2 mg/mL
BSA’dan liziz tampon ¢ozeltisi ile seri dilisyonlar yapilarak (2 mg/mL, 1,5 mg/mL, 1
mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL ve 0,025 mg/mL)
hazirlandi. Her bir 6rnek ve standart iki tekrarli ¢alisilarak; toplamda standartlar icin
16 kuyucuk, lizatlar i¢in 12 kuyucuk kullanildi. Ornekler ve standartlar diiz-tabanli 96
kuyucuklu plaklara pipetlendi. BCA kitinde bulunan Cozelti A ve Cozelti B 50:1
oraninda karistirilarak hazirlandi ve her kuyucuga 200 pl hacimde eklendi. Ardindan
kuyucuklara standart ve ornekler de 25 pl eklenerek inkiibe edildi (%5 CO», 37°C, 30
dk.). inkiibasyon sonunda plaklar inkiibatérden cikarildi. Spektrofotometrik dlgciim
Ooncesinde oOrnekler ve standartlarin bulundugu plaka cihaz icerisinde titresim
yapilarak her bir 6rnegin homojen dagilmasi saglandi. Spektrofotometrik 6lglim icin
Softmax Pro programinda bulunan Basic Endpoint Assay protokoli kullanildi.
Olclimler 562 nm dalga boyunda gerceklestirildi.

Lizatlardaki protein konsantrasyonlari, standartlarin optik yogunluk (optical

density, OD) degerlerine gore ortaya cikan standart egri grafikleri kullanilarak



42

hesaplandi (Sekil 3.4). Kuyulara yilklenecek hacimlerin hesaplanmasinda Formiil 3.3

kullanildi.
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Sekil 3.4. BCA analizine iliskin spektrofotometrik él¢ciimlerde, protein
konsantrasyonlarinin hesaplanmasi icin “log-log” algoritmasina gére
olusturulan standart egri grafigi.

Protein hacim (uL) = Protein miktari (ug) / Protein konsantrasyonu (ug/ul) (3.3)

3.5.3. Protein Orneklerinin Denatiirasyonu

Ornekler poliakrilamid jele yiiklenmeden &6nce denatiire edildi. BCA kiti
icerisinde bulunan 4x ¢ozeltisine 1:20 oraninda B-merkaptoetanol eklenerek protein
orneklerinin denatlirasyonu igin ¢ozelti hazirlandi. Ardindan protein miktari
hesaplanan ornekler, denatiirasyon tamponu ile 1:3 oraninda karistirildi ve 100°C’de
5 dakika inkibe edildikten sonra buz Uzerine alindi. Denatiire edilen protein

ornekleri (30 pg) poliakrilamid jele yiklendi.
3.5.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Jel hazirlamak icin TGX FastCast Akrilamid Kiti (BioRad, ABD) kullanilarak

%10’luk poliakrilamid jel hazirlandi. Yiriitme jeli (Resolving Gel) hazirlarken kit
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iceriginde bulunan Resolver A ve Resolver B ¢ozeltileri 50 ml’lik tiipte 1:1 oraninda
karstirildi. Ardindan 90 pl amonyum persiilfat (APS) c¢ozeltisinden eklenerek
polimerizasyonun gerceklesmesi; 9 pl tetrametiletilendiamin (TEMED) eklenerek de
polimerizasyonun hizlanmasi saglandi. Yikleme jeli (Stacking Gel) hazirlanirken kit
iceriginde bulunan Stacker A ve Stacker B ¢ozeltileri 50 ml’lik tipte 1:1 oraninda
karistirildi. Jel hazirlama kasetlerinde 30 ul APS ve 3 pl TEMED jele eklendi. Daha
sonra yukleme kuyularinin olusmasi igin taraklar yerlestirildi ve jellerin
polimerizasyonunun saglanmasi amaciyla 30 dk oda sicakhginda inkibe edildi.
inkiibasyonun sonunda jel yiiriitme kasetleri Western Blot elektroforez tankina
yerlestirildi ve 1x yilritme tamponu ile dolduruldu. Esit miktarda hazirlanan
ornekler ile protein belirteci kuyulara yliklendi ve elektroforez gergeklestirildi (75 V,
2,5 sa, oda sicakhgi). Elektroforez islemi sonunda jel tanktan cikarilarak kurumamasi
icin 1slak bir spatula yardimiyla, jel yiiriitme kasetlerinden ayrildi. Ornek icermeyen

kisimlar kesilerek uzaklastirildi.
3.5.5. Transfer, Blotlama ve Primer Antikor ile inkiibasyon

Elektroforez islemi sonrasi orneklerin membrana transfer edilme islemi
gerceklestirildi. Transfer sirasinda kullanilan polivinildiflorid (PVDF) membran ve
filtre kagitlari jele uygun olacak sekilde kesildi. PVDF membrani porlarin agilmasi igin
absolut metanol ile 3 dakika muamele edildi. Bu sirada jel ve filtre kagitlari da 1x
transfer tampon c¢ozeltisi icerisinde bekletildi. Transfer cihazina (Pierce Fast Semi-
dry Blotter, Thermo Scientific, ABD) sirasiyla filtre kagidi, PVDF membran, jel ve
filtre kagidi olmak Uzere yerlestirilerek; cihazin alt kismi anot, Ust kismi da katot
olacak sekilde gli¢ kaynagina baglandi ve transfer islemi (25 V, 150 KDa, 7 dk, oda
sicakhgi) gerceklestirildi. Transfer isleminin ardindan membran 1x TBST ¢ozeltisi ile
hazirlanan %5’lik siit tozu icerisine alinarak calkalayicida 100 rpm hizda, 1 saat
boyunca inkibe edildi ve blokasyon islemi tamamlanmis oldu. Blokasyon isleminden
sonra PVDF membran 1 kere 1x TBST c¢ozeltisi ile yikandi. Daha sonra 1x TBST ile
hazirlanan %5’lik st tozu icerisinde hazirlanmis primer antikor ile calkalayicida 100

rpm, gece boyunca, 4°C’'de inkiibe edildi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Western Blot analizlerinde kullanilan primer antikorlar

Antikor Konakei Tiir Klon Diliisyon Firma
NOS2 Fare 5C1B52 1/1000 BioLegend
B-aktin Fare 8H10D10 1/10000 CST,ABD

CST: Cell Signaling Technologies

3.5.6. Sekonder Antikor ile inkiibasyon

Primer antikor ile inkiibasyonun ardindan membran 3 kere 10’ar dakika
boyunca soguk 1x TBST ¢ozeltisi ile yikandi. Daha sonra 1x TBST ile hazirlanan %5’lik
sut tozu icerisinde hazirlanmis sekonder antikor ile calkalayicida (100 rpm, 1 sa, oda
sicakligi) inkiibasyona birakildi (Tablo 3.3). inkiibasyonun ardindan membran 3 kere
10’ar dakika boyunca soguk 1x TBST ¢ozeltisi ile yikandi.

[-aktin proteininin ifade dizeyleri ile PVDF membrandaki yikleme miktarlari
normalize edildi. Bu amacgla membran 6nce 1x soguk TBS-T ¢Ozeltisi ile calkalayicida
(100 rpm, 10 dk., oda sicakligi) 3 kere yikandi. Ardindan 1x TBST cozeltisi ile
hazirlanan %5’lik sut tozu igerisine alinarak calkalayicida 100 rpm hizda, 1 saat
boyunca inkiibe edilerek bloke edildi ve sit tozu ¢ozeltisi uzaklastirildi. Membran 1x
soguk TBS-T ile 3 kere 10’ar dk. boyunca yikandi.

NOS2 proteininin ifade diizeyleri ile PVDF membrandaki yikleme miktarlari
normalize edildi. Bu amagla membran 6nce 1x soguk TBS-T ¢Ozeltisi ile calkalayicida
(100 rpm, 10 dk., oda sicakligi) 3 kere yikandi. Ardindan 1x TBST cozeltisi ile
hazirlanan %5’lik st tozu igerisine alinarak calkalayicida 100 rpm hizda, 1 saat
boyunca inkiibe edilerek bloke edildi ve sit tozu ¢ozeltisi uzaklastirildi. Membran 1x

soguk TBS-T ile 3 kere 10’ar dk. boyunca yikandi.

Tablo 3.3. Western Blot analizlerinde kullanilan sekonder antikor

Antikor Konakg! Tiir Dillisyon Firma

Anti-fare IgG HRP At 1:1000 CST, ABD

CST: Cell Signaling Technologies, IgG: immiinglobiilin G, HRP: Horseradish peroksidaz
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3.5.7. Kemoliiminesans Gériintiileme ve Bant Dansitesinin Ol¢iimii

Primer antikor ile muamelenin ardindan sekonder antikor ile inkiibe edilen
membran soguk 1x TBST ile (100 rpm, 10 dk., oda sicakhgl) 3 kere yikandi.
Membrandan 1x TBST ¢ozeltisi uzaklastirildi ve kit iceriginde bulunan Super Signal
West-femto Maximum Sensitivity Substrate kiti (Thermo Scientific, ABD)
¢Ozeltilerden 1:1 oraninda hazirlanarak membranin ylizeyini kaplayacak sekilde
eklendi. 5 dk. inkGlbasyonun ardindan membran IVIS (Newton 7.0) gorintileme
sistemi ile goriintilenerek dansitometrik analizi yapildi. Protein bant yogunluklari -

aktin bant yogunluguna gore normalize edilerek degerlendirildi.
3.6. Gen ifadesi Analizleri
3.6.1. RNA izolasyonu

Gen ekspresyon analizleri MDA-MB-231 insan bazal benzeri meme kanseri
hiicre hattindan elde edilen siipernatan ile uyarilan THP-1 monositik hiicre hatti ve
tam RPMI 1640 besiyeri ile uyarilan THP-1 monositik hiicre hatti ile olusturulan
deneyler lzerinde yapildi. Bu amacgla slipernatanlar veya tam RPMI 1640 besiyeri
icinde aktive edilen THP-1 hiicrelerinden belirlenen inklibasyon siiresinin sonunda
E.Z.N.A Total RNA Kit | (Omega Biotek, ABD) protokolliine uygun bir sekilde RNA
izolasyonu gerceklestirildi. izolasyon icin kullanilan pipet uclari ve tipler
dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilerek, DNA ve RNA’dan arindirildi.
Protokole uygun olarak, 6 kuyucuklu plaklarda farkli uyarim kosullarinda uyarilan
hiicrelerden besiyeri ve silpernatanlar uzaklastirlhp, 1x PBS ile yikama
gerceklestirildikten sonra tripsin/EDTA ile 3-5 dakika muamele edildi. Ardindan
hiicreler 1x PBS tampon c¢ozeltisi ile 15 ml’lik tliplere aktarilarak santrifiij (1800 rpm,
5 dk., +4°C) edildi. Santrifiij sonrasinda ortamda bulunan PBS tamamen
uzaklastirildi. Tlpte kalan pelete, kit iceriginde bulunan TRK liziz tamponunun
icerisine (1 ml’de 20 pl) B-merkaptoetanol eklenerek hazirlanan ¢ézeltiden 100 pl
eklendi ve 5 dk. karistirildi. Bu sekilde hiicrelerin iyice parcalanmasi saglandi.

Hicrelere 1:1 hacimde %70 etanol eklenerek hafifce vorteks yapildi ve 700 pl filtreli
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kolonlara aktarilarak santrifij yapildi (10000 rpm, 1 dk., 4°C). Santriflij sonunda
toplama tliplerine gegen sivi kisim uzaklastirildi. Kolonlara 250 pul RNA Wash Buffer |
eklenerek santrifiij (10000 rpm, 1 dk., 4°C) yapildi ve toplama tiipline gecen sivi
uzaklastirildi. Ardindan 6érneklerin bulundugu her kolona 73,5 ul DNase-1 Digestion
Buffer ve 1,5 pl DNase-1 (20 Kunitz/uL)’'den olusan 75 ul’lik karisim eklendi ve 15
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda kolonlara 250
pul Wash Buffer-1 eklenerek 2 dk. oda sicakhiginda bekletildikten sonra santrifiij
yapildi (10000 rpm, 1 dk., 4°C). Ardindan, toplama tilplerine gegen sivi uzaklastirildi
ve kit igeriginde bulunan, %100 etanol iceren RNA Wash Buffer- 1I'den 500 pl
kolonlara eklenerek santrifij yapildi (10000 rpm, 1 dk., 4°C). Toplama tiplerine
gecen sivi uzaklastirildi ve RNA Wash Buffer — Il adimi tekrarlanarak santrifij edildi
(14000 rpm, 2 dk., 4°C). Yiiksek hizda santrifiij ile kolonlarin kurumasi ve etanoliin
uzaklastirilmasi saglandi. Sonrasinda toplama tlpleri uzaklastirildi ve filtreli kolonlar
da oncesinde DEPC ile muamele edilmis 1.5 ml’'lik tlplere aktarilarak, nikleaz
icermeyen 40 uL ddH20 (ultra pure and sterile water), filtreli kolonlara eklendi ve
santriflj yapildi (14000 rpm, 2 dk., 4°C). Son asamada filtreler uzaklastirildi ve RNA
orneklerinin bulundugu tupler -80°C’de saklandi.

RNA orneklerinin  konsantrasyon ve safliklari UV Spektrofotometre
(NanoDrop ND-1000, ABD) ile 230 nm, 260 nm ve 280 nm’ de olcildi. RNA
orneklerinin kalitesinin belirlenmesinde A260/280 oraninin 1,8-2,0; A260/230

oranin ise 2,0-2,2 araliginda olmasina dikkat edildi.
3.6.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA (complementer DNA, cDNA) sentezi ProtoScript Il First
Strand cDNA Sentez Kiti (New England BiolLabs, ABD)'nin protokoliine uygun olarak
yapildi. Buna gore, konsantrasyonu 50 uM olan oligo d(T) pimerinden 2 ul, izole
edilen RNA orneklerinden 1 pg mikrosantrifiij tliplerine konuldu ve son hacim 8 pl
olacak sekilde ddH,0 ile tamamlandi. Elde edilen karisim ardindan PZR (Polimeraz
zincir reaksiyonu) cihazinda (Thermal Cycler, Thermo Scientific, ABD) 65°C'de 5 dk.

inklibe edildi. Mikrosantrifiij yapildi ve 6rnekler hizla buz izerine alindi. Tuplere kit
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iceriginde bulunan 2x reaksiyon tamponundan 10 pl ile 10x enzim karisimindan (M-
MulV Reverse Transkriptase ve RNase Iinhibitérii) 2 pl eklenip 42°C’de 60 dk. ve
hemen ardindan 85°C’de 5 dk. olacak sekilde Thermal Cycler'da inkiibe edildi. Elde
edilen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

3.6.3. Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR)

Gen ifadelerinin analizinde kullanilan primer dizilerine ait bilgiler Tablo 3.4’te

verilmistir.

Tablo 3.4. PZR analizlerinde kullanilan primerlere iliskin bilgiler

Gen Forward Primer Reverse Primer Uriin Genbank
(5°-3%) (5°-3%) bazcifti No.
NOS1 AAAAGACACCGATGA GTTTCATGCACCCGT 320 NM_001204213.2
GGTTTTCA GAGTT
NOS2 GGAACCTACCAACTG GTCGATGCACAGCTG 348  NM_000625.4
ACGGG AGTGA
NOS3 TAAAGAAGTGGCCAA TTCCGGAAGAGTCTC 144  NM_001160109.2
CGCCG CCCAG
ACTB CTGGAACGGTGAAGG AAGGGACTTCCTGTA 139 NM_001101
TGACA ACAATGCA

NOS1: Nitrik oksit sentaz 1; NOS2: Nitrik oksit sentaz 2; NOS3: Nitrik oksit sentaz 3; ACTB: B-aktin

Standart PZR icin kullanilan bilesenler ve ilgili protokol tabloda (Tablo 3.5)
belirtilmistir. Deneye baslamadan 6nce biitlin bilesenler oda sicakligina getirildi.
cDNA’lar ve Taqg DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific, ABD) disinda kalan tim
bilesenler vorteks yapilarak iyice karistirildi. cDNA’lar ve Taqg DNA polimeraz da
pipetaj yapilarak homojen sekilde reaksiyona eklendi. Deney ile ilgili tim asamalar

buz lzerinde gercgeklestirildi.

Tablo 3.5. Standart PZR bilesenleri

Bilesen Hacim (pl) Son Konsantrasyon
Taq Tampon Cozeltisi (10x) 2,5 1x
dNTP mix (2 mM) 2,5 0,2mM
MgClz (25 mM) 2,5 2,5mM
Forward Primer 1 0,2 uM
Reverse Primer 1 0,2 um
Taq DNA Polimeraz (5 U/uL) 0,25 0,05 U/uL
ddH.0 14,25

cDNA 1

Son Hacim 25
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Tabloda verilen bilgiler dogrultusunda 1,5 ml’lik tlp icerisine sirasiyla ddH-0,
Taqg tampon c¢o6zeltisi, dNTP, primerler ve MgCl, eklenerek vorteks yapildi ve
karisimin homojen olmasi saglandi. Tag DNA polimeraz enzimi de eklendikten sonra
karisim 200 pl’lik PZR tlplerine 24 ul olarak esit hacimde dagitildi. Pozitif kontrol
olarak analizi yapilan genleri ifade ettigi bilinen bir cDNA 6rnegi kullanilirken, negatif
kontrol olarak cDNA 6rnegi icermeyen karisim hazirlandi. Tupler Thermal Cycler'a
yerlestirilerek tabloda belirtilen kosullar dogrultusunda gradyan PZR gerceklestirildi

(Tablo 3.6). Bu sekilde her bir gen icin optimal baglanma sicakligi belirlendi.

Tablo 3.6. Gradyan PZR protokoli

ilk Denatiirasyon 95°C 30 sn

Denatiirasyon 95°C 30 sn §_
Baglanma 58-65°C 30 sn 0%:
Uzama 72°C 20 sn &
Son Uzama 72°C 5 dk

3.6.4. Gercek Zamanl PZR

NOS1, NOS2 ve NOS3 genlerinin ekspresyonu gen ekspresyonu igin baglanma
sicakhiklari belirlendi ve gergcek zamanli PZR ile bu gen ifadeleri kantitatif olarak
analiz edildi. Bu analiz icin gerekli bilesenler ve protokol tabloda belirtilmistir (Tablo
3.7). Deneye baslamadan 6nce biitlin bilesenler oda sicakligina getirildi ve cDNA’lar
disinda tim bilesenler vortekslenerek homojen sekilde karistirildi. cDNA'lar ise

pipetaj yapilarak deney tiplerine eklendi.

Tablo 3.7. Gercek zamanli PZR bilesenleri

Bilesen Hacim (L) Son Konsantrasyon
SYBR Green Supermix gozeltisi (2x) 5 1x
Forward Primer (5 uM) 1 0,5 uM
Reverse Primer (5 uM) 1 0,5 uM
cDNA ornegi 1
ddH:0 2
Toplam 10

Tablo 3.7’de belirtildigi sekilde 1,5 ml’lik deney tlipline sirasiyla SYBR green

Slpermiks ¢ozeltisi, ddH.0, forward primer ve reverse primer eklendi ve vorteks
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yapilarak homojen bir karisim elde edildi. Elde edilen bu karisim PZR tiplerine
(Biorad, ABD) 9 ul olacak sekilde esit hacimde dagitildi. cDNA oOrneklerinden 1 pl
eklendikten sonra tipler gercek zamanli PZR cihazina (BIO-RAD Real Time PCR
Detection System, ABD) vyerlestirilerek Tablo 3.8’de belirtilen protokol
dogrultusunda  reaksiyon  gerceklestirildi.  Genlerin  kantitatif  analizinin

gerceklestirilmesinde Formiil 3.4 kullanildi. Referans gen olarak B-aktin kullanildi.

Tablo 3.8. Gercek zamanli PZR protokoli

Polimeraz Aktivasyonu/DNA Denatiirasyonu 95°C 3dk

Denatiirasyon 95°C 15 sn

Baglanma *Primere 6zgli (55-652C) 30 sn

Uzama 72°C 20 sn
55-95°C,

Melting-curve analizi 5 sn/adim

(0.5°C artis)

* NOS1 =59,62C; NOS2 = 602C; NOS3 = 63,82C
2-AACt - 2-(ACt hedef 6rnek - ACt referans 6rnek)

= 2-[(Ct hedef gen — Ct referans gen)hedef 6rnek— (Ct hedef gen — Ct referans gen)referens 6rnek] (3 4)

3.6.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR drinleri reaksiyon sonunda jel elektroforezinde ydiritildid. 1x TBE
tampon c¢ozeltisi icerisinde %2’lik agaroz jel hazirlandi. Hazirlanan jel mikrodalga
firlninda eritilip, sicaklik 60°C’'ye ulastiginda final konsantrasyonu 10 mg/ml olacak
sekilde etidyum bromir eklendi ve kaliba dokilerek taraklar yerlestirildi. Oda
sicakliginda 1 saat inklibasyon gerceklestirdikten sonra taraklar ¢ikarilarak jel 1x TBE
tampon ¢ozeltisi icinde yliritme tankina yerlestirildi. Her bir PZR triniinden 15 pl
alindi ve 1 pl 6x yikleme boyasi ile karistirildi ve jele yiklendi. 5 ul DNA belirteci
amplikon buyikliglinin kontroliinde kullanildi (Sekil 3.5). Yariitme islemi (100 V, 45
dk., oda sicakliginda) tamamlandiktan sonra PZR driinleri gorintileme sisteminde

(IVIS, Newton 7.0) UV isik altinda goruntilendi.
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DNA Baz

miktar cifti

(ng/0,5 ug
30 1000
30 900
30 800
30 /(0
30 600
75 500
30 400

75 250

Sekil 3.5. 50 b¢ DNA belirteci (Thermo Scientific, ABD), bg: baz cifti

3.7. immiinfloresan Boyama
3.7.1. Hiicre-i¢i immiinfloresan Boyama

imminfloresan boyamalar MDA-MB-231 insan bazal benzeri meme kanseri
hiicre hattindan elde edilen slpernatan ile uyarilan THP-1 hiicreleri ve tam RPMI
1640 besiyeri ile uyarilan THP-1 hiicreleri ile olugturulan deneyler Uzerinde yapildi.
Bu amacgla MDA-MB-231 slipernatani veya tam RPMI 1640 besiyeri icinde aktive
edilen hiicrelerden belirlenen inkiibasyon siiresinin sonunda tripsin-EDTA
protokolline gore besiyeri veya slipernatanlar uzaklastirilip, hicreler toplandiktan
sonra 1x PBS ile yikandi (1800 rpm, 5 dk., oda sicakhgl). Sipernatan kisim
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2 ml 1x PBS ile slispanse edildi ve lam lzerine
yerlestirilen sitospin (cytospin) aparatinin kuyularina aktarilarak sitospin cihazinda
(Hettich Universal 320, Almanya) santriftij yapildi (50xg, 3 dk., oda sicakligi).
Slpernatan kisim uzaklastirildi ve sitospin aparati cikarildi. Filtre kagidi lam Gzerinde
birakilarak kurutmanin saglanmasi icin 6rnekler bir kez daha sitospin cihazinda
santriftj edildi (150 xg, 1 dk., oda sicakligl). Santrifj sonrasinda fiksasyonun
saglanmasi amaciyla hicreler oda sicakhginda ve karanlikta 1 gece inkiibasyona
birakildi. inkiibasyonun ardindan hiicreler bloklama islemi icin 1x PBS ile 1:10

oraninda seyreltilen %1 BSA icerisinde 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Bloklamanin
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ardindan BSA ortamdan uzaklastirildi ve 1x PBS iceren %1 BSA igerisinde 1:100
oraninda seyreltilen NOS2 primer antikoru eklenerek oda sicakliginda 1,5 saat
inkiibe edildi. Hiicreler 3 kez 1x PBS ile yikandi ve %1 BSA ile 1:500 oraninda
seyreltilmis Alexa488 (Abcam, Birlesik Krallik) floresan konjugeli sekonder antikoru
ile 1:1000 oraninda seyreltilmis DAPI cekirdek boyasi ile oda sicakliginda, karanlik
ortamda 1,5 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicrelere 3 kez 1x PBS ile
yikanarak 100 pL kapatma sollisyonu (mounting media) eklendi ve lamlara 0,17 mm
kalinhigindaki lameller kapatildi. Hlcrelerde kurumanin onlenmesi icin lamellerin
etrafi yapistirici bir sollisyon ile kaplandi ve bir gece oda sicakliginda, karanhk
ortamda inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda érnekler 4°C’ye kaldirildi.

Floresan goérintileme icin  oOrneklerin  bulundugu lameller {zerine
immersiyon yagi damlatildi ve 100x objektif altinda érnekler epifloresan mikroskoba
(Olympus BX51, Japonya) yerlestirilerek sogutmali 5,0 mega piksel CCD renkli
kamera (DC5000i, Euromex, Hollanda) ile goruntilendi. Dijital analizler, Image-)

(NIH, ABD) yazilimi ile yapildi.

3.7.2. Uyarilmis THP-1 Hiicre Polarizasyonunun immiinfloresan Boyama ile

Gosterilmesi

Polarizasyon deneyleri, MDA-MB-231 hiicre hattindan elde edilen
supernatanlar ile uyarilan THP-1 hiicreleri ve tam 1640 RPMI besiyeri ile uyarilan
THP-1 hicrelerinde gergeklestirildi. Polarizasyon deneylerinde, ilgili ylzeylere
tutunarak buyliyen hiicrelerin cevresi, alani ve kutupsallik indeksi parametreleri
degerlendirildi. Kutupsallik indeksi hlicrenin aktin iskeletinin yonsel analizi ile
hesaplanmaktadir. Hesaplamada, her goriintliiye yonsel bilesenleri tayin eden
yapisal gorlntli filtresi uygulanmaktadir (Directionality; Fourier Components
Analysis; Nbins = 90, angle = -90; build orientatian map). Ardindan filtreleme ile elde
edilen dagihm (dispersion), miktar (amount) ve ortliisme (goodness) degerleri ile

hiicre kutupsallik indeksi hesaplanmaktadir (Formiul 3.4)
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Miktar x Ortiisme
(180-Dagilim)/180

Kutupsallik indeksi = (3.4)

Bu deneyde, ilk olarak 24 kuyucuklu plaklarin tabanina 10 mm capinda daire
seklinde lameller yerlestirildi. Ardindan lamellerin lzerine 12 kuyuya fibronektin (20
pg/ml) diger 12 kuyuya da matrijel (120 pg/ml) eklenerek 4 saat boyunca %5 CO;
iceren 37°C inkiibatorde kiiltiire edildi. inkiibasyonun sonunda lamellerin iizerinden
fibronektin ve matrijel uzaklastirildi ve MDA-MB-231 slipernatani ile slispanse
edilen THP-1 hicreleri ile tam RPMI 1640 besiyeri ile sispanse edilen THP-1
hiicreleri 500 pl hacminde 24 kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicre ekimi igin uygulanan
prosedir Bolim 3.3.5’te anlatildigi gibidir. 120 saat %5 CO; iceren 37°C inklibatorde
kiiltire edilen hicrelerden inkiibasyon sonunda besiyeri ve slipernatan ortamdan
uzaklastirilarak kuyular 1x PBS ile yikandi. Ardindan %4 paraformaldehit ¢ozeltisi
kuyulara eklenerek hiicreler 15 dakika boyunca inkibe edildi ve fikse edilmeleri
saglandi. inkiibasyon sonunda kuyular 1x PBS ile 3 kez yikandi ve 3 dk boyunca da
%0,1 Triton X-100 ile muamele edildi. Deneylerin devami Bolim 3.7.1'de belirtildigi
sekilde olup, kullanilan NOS2 primeri 1:200 oraninda seyreltilip; sekonder
antikorlardan Alexa488-konjuge falloidin ve Alexa555-konjuge sekonder antikor da
1:500 oraninda seyreltildi. Cekirdek boyasi olan DAPI ise 1:1000 oraninda
seyreltilerek kullanildi.

Floresan goérintileme icin  orneklerin  bulundugu lameller zerine
immersiyon yagi damlatildi ve 100x objektif altinda érnekler epifloresan mikroskoba
(Olympus BX51, Japonya) yerlestirilerek sogutmali 5,0 mega piksel CCD renkli
kamera (DC5000i, Euromex, Hollanda) ile gorintilendi. Dijital analizler Image-)

(NIH, ABD) yazilimi ile yapildi.
3.8. Sitokimyasal Boyama
3.8.1. May-Griinwald-Giemsa Boyama

Sitokimyasal boyamalar 6 kuyucuklu plaklarda ekimi yapilan MDA-MB-231

hiicre hattindan elde edilen silipernatanlar ile uyarilan THP-1 hicreleri ve 6
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kuyucuklu plaklarda ekilip tam 1640 RPMI besiyeri icerisinde ekilen THP-1 hiicreleri
kullanilarak yapildi. Bu amagla Bolim 3.7.1’de belirtildigi sekilde lam yilizeyine
yapistirilan htcreler, salelere yerlestirildi. Ardindan distile su ile 1:10 oraninda
seyreltilen May-Grinwald boyasi ile 6rnekler, ¢alkalayicida oda sicakhginda 10 dk
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda &érneklerin bulundugu camlar distile su ile
yikandi. Daha sonra distile su ile 1:10 oraninda seyreltilen Giemsa boyasi ile 6rnekler
calkalayicida oda sicakliginda 10 dk boyunca inklbe edildi. Ardindan érnekler distile
su ile yikanarak havada kurumaya birakildi. Kuruyan 6érneklerin Gzerine kapatma
sollisyonu (Entellan, Merck, Almanya) damlatildi ve lamel kapatildi. Gorintiler
dijital kamerali 151k mikroskobu (DM 6000, Leica, Almanya) ile degerlendirildi.
May-Griinwald - Giemsa boyamasinda hiicre igi bazik alanlar metilen mavisi
ile mavi tonda, hicre ici asidik alanlar ise eosin ile pembe/kirmizi tonda boyanarak

isaretlenmektedir.
3.9. istatistiksel Analiz

Sonuglar en az U¢ bagimsiz deneyden elde edildi ve Student’s paired veya
unpaired testleri, ANOVA, Mann-Whitney U testi veya Ki-kare testleri ile istatiksel
farkliliklar gosterildi. P degerleri 0,05, <0,001 ve <£0,0001 oldugunda elde edilen
sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Grafiklerdeki ortalama degerler

standart sapma veya standart hata ile birlikte gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinden Salgilanan Faktérlerin

Makrofaj Farklilagmasina Etkisi

Monositler dolasim yoluyla ¢esitli dokulara yerlesme ve burada olgunlasarak
makrofajlara dénlisme kapasitesine sahip hiicrelerdir Makrofajlarin fonksiyonel
polarizasyonu, zamana ve dokuya bagli olarak, sitokinler, bliyime faktorleri, yag
asitleri, prostaglandinler ve patojenlerden koken alan molekdlleri kapsayan icsel,
dissal ve doku mikrocevresi uyaranlari tarafindan diizenlenmektedir (43).

Gergeklestirilen bu tez calismasinda, makrofaj farklilasmasi morfolojik ve
immunfenotipik analizler ile degerlendirildi. Bu amacla, farklilasma deneylerinde
siklikla kullanilan insan monositik hiicre hatti THP-1 ve insan bazal-benzeri meme
kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 hiicre hatti kullanildi. MDA-MB-231
hiicrelerinden elde edilen sipernatanlar varhiginda kualtari yapilan THP-1
hiicrelerinde ayrica protein kinaz C yolagl da uyarilarak makrofaj farklilasmasi
saglandi. Bu hiicreler makrofajlara farkhlastiklari bilindiginden THPMq olarak
adlandirildi. Hicre kultirinde kullanilan slipernatanlar olasi besin eksikliginin
giderilmesi icin tam RPMI besiyeri ile 1:1 oraninda seyreltildi. Ardindan
makrofajlarin 48 saat boyunca IFN-y veya LPS ile uyarimi yapilarak M1 karakterine
polarizasyonu gergeklestirildi. Bu slirenin sonunda makrofaj yoniinde farklilasmasi
saglanan THP-1 monositik hicreleri morfolojik olarak incelendi (Sekil 4.1). Buna
gore, kontrol THP-1 hiicrelerinde nikleusun sitoplazmayi daraltan, yuvarlak sekilli
oldugu gozlendi. THP-1 monositik hiicrelerinin PKC aktivatori ile muamele edilmesi
hiicrenin boyutunda artisa neden oldu ve nikleusun oval seklini alarak
sitoplazmanin genisledigi gorildii. IFN-y veya LPS ile inklbasyonun sonunda
hiicrelerin sitoplazmalarinin daha da genisledigi gozlendi. Belirgin bir graniler
sitoplazma, THP-1 monositik hiicrelerde izlenmezken, siipernatanla inkiibe edilen
hiicrelerde belirginlesti. IFN-y veya LPS ile uyarim sonucunda ise, bu hiicrelerde de

sitoplazmik alanin artisi goruldi (Sekil 4.1).
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Es-zamanli olarak MDA-MB-231 siipernatani ve PKC aktivatori ile es zamanh
olarak uyarilan THP-1 hiicrelerin nikleusu da, kontrol THP-1 hicrelerine gore
blylime egilimi gosterdi. Bobrek sekilli niikleus yapisi da kontrol THP-1 ve THPMq
hiicrelerine gore daha belirgin idi. Sipernatan ile es zamanlh uyarimin ardindan 48
saat boyunca IFN-y veya LPS ile muamele edilen hicrelerin sitoplazmalarinin
blyukliginde de artis gorulirken, IFN-y ile meydana gelen uyarimda bu artisin daha
belirgin oldugu gorildi. Ayrica IFN-y'nin bu hicrelerde sitoplazmik vakuollerin
olusmasina neden oldugu ve azurofilik boyanma pozitifliginin arttigi gézlemlendi

(Sekil 4.1).

THP-1 THPMq THPMq +LPS  THPMq + IFN-y
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Sekil 4.1. THP-1 monositik hiicre hattinin, insan bazal-benzeri meme kanseri hiicre
hatti olan MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen slipernatanlar
varhginda 5x105 hiicre/mL olacak sekilde es zamanli gergeklestirilen
kiltlriinde PMA ile 72 saat inklibasyonun ardindan 48 saat boyunca LPS
veya IFN-y ile muamelesi sonucunda M1 makrofaja farkhlasan hiicrelerin
May-Griinwald Giemsa boyamasi ile elde edilen morfolojik goriinti
analizleri. Olgek cubugu 12 um’dir.

4.1.1. Makrofaj Yéniinde Farklilasmanin immiinfenotip Analizi ile

Degerlendirilmesi

MDA-MB-231 bazal-benzeri meme kanseri slpernatani varliginda
farklilastirilan THP-1 hiicrelerinde CD40, CD14, CD11c, TLR4, MD2 ve IFNyR ylizey

belirteclerinin diizeyleri incelendi. Yalnizca PKC aktivatori ile uyariimis kontrol
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THPMq hicreleri, meme kanseri stpernatani varliginda gelistirilen hiicreler ile
karsilastirildiginda, IFNyR belirtecinde istatiksel olarak anlamh bir fark goérulirken,
diger belirteclerde azalma oldugu belirlendi (p<0.05). IFNyR’nin ortalama floresan
yogunluk (OFY) dizeyi, THPMq hiicrelerinde 808,3+69,7; MDA-MB-231 slipernatani
varhginda gelistirilen hicrelerde ise 1178,5+171,7 olarak bulundu. CD40, CD14,
CD11c, TLR4 ve MD2 dizeylerinin THPMq hicrelerindeki degerleri sirasiyla
632,1+74,5, 646,4+152,1, 1349,4+469,4, , 725,7+46,9 ve 100,5+18,2 olarak
belirlendi. Slipernatan varhgindaki hicrelerde ise bu belirteclerin OFY degerleri
sirasiyla 697,4+74,9, 748,4+161,2, 437+57,8, 536,61£59,4 ve 63113,1 olarak bulundu
(Sekil 4.2.A.). Morfolojik farkhliklara ve miyeloid belirteglerde izlenen farkliliklara
istinaden MDA-MB-231 hiicrelerinin slpernatanlari varliginda kiltiire edilen
hicreler 231THPMq olarak adlandirildi.

Kontrol 231THPMq ve kontrol THPMq hicrelerinin LPS ile muamelesi
sonucunda, 231THPMq hiicrelerinin CD14 belirtecinde THPMq hicrelerine goére
belirgin bir artis gézlenirken, CD11c ve MD?2 yiizey belirteglerinde anlamli diizeyde
azalmanin oldugu gorilda. LPS ile muamele edilen THPMq hiicrelerinin CD14, CD11c
ve MD2 dizeyleri sirasiyla 798,24198,8, 1454,4+334,9 ve 102+12,4 olarak
belirlenirken, LPS ile muamele edilen 231THPMq hiicrelerinde bu degerler sirasiyla
3325+782,7, 954,74214,4 ve 62,3+7,7 olarak belirlendi (Sekil 4.2.B.). IFN-y ile
muamele edilen 231THPMq ve THPMq hiicrelerinde ise 231THPMq hiicrelerinin
CD40, MD2 ve IFNyR belirteclerinde anlaml artis oldugu goriillirken ( p<0.05), diger
belirteclerde istatiksel olarak anlamli bir azalma ( p<0.05) egilimi goruldd. IFN-y ile
muamele edilen THPMq hiicrelerinde CD40, CD11c, IFNyR, CD14 TLR4 ve MD2
belirteclerine ait degerler sirasiyla 2427,61422,4, 1275,1+188,2, 1343,8+206,9,
2577,3+614, 1337+207,4 ve 182,8%+32,3 olarak bulundu. Ayni belirteclerin degeri
231THPMq  hicrelerinde ise  4659,9+602,8, 224,7+36,3, 1554,8+316,5,
1992,2+312,9, 684+110,1 ve 876,9+145,8 olarak belirlendi.

THPMqg ve 231THPMq hiicreleri IFN-y veya LPS ile uyarildiginda tim
belirteclerde istatiksel olarak anlaml bir artis saptandi. Bu artisin en ¢ok IFN-y ile

uyarilan 231THPMq hiicrelerinde oldugu belirlendi. LPS ile uyarilan 231THPMq
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hiicrelerinde ise kontrole goére anlamli bir artis oldugu saptandi. LPS ile uyarilan
THPMq hicrelerinin CD11c dizeyinin kontrole gore daha yiiksek oldugu belirlendi
(Sekil 4.2.B).
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Sekil 4.2.A. THP-1 hiicreleri ile elde edilen sonuglari gdsteren temsili akim sitometri
histogramlari. Bos histogramlar THP-1 hiicrelerinin tam RPMI besiyeri ile
muamele edilmis gruplardaki OFY degerlerini, dolu histogramlar ise
MDA-MB-231 stipernatanlari varliginda muamele edilmis gruplardaki
OFY degerlerini, dolu histogramlar ise MDA-MB-231 slipernatanlari
varliginda muamele edilen THP-1 hiicrelerinin OFY degerlerini yapilan
gostermektedir.
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Sekil 4.2.B. THP-1 hiicreleriile elde edilen sonuglari gosteren temsili akim sitometri
histogramlari. Bos histogramlar THP-1 hiicrelerinin tam RPMI besiyeri ile
muamele edilmis gruplardaki OFY degerlerini, dolu histogramlar ise
MDA-MB-231 stipernatanlari varliginda muamele edilmis gruplardaki
OFY degerlerini, dolu histogramlar ise MDA-MB-231 slipernatanlari
varliginda muamele edilen THP-1 hiicrelerinin OFY degerlerini yapilan
gostermektedir.

4.1.2. Farkli Yiizeylerin THP-1 Hiicrelerinde Makrofaj Farklilasmasi Uzerine

Etkisi

THPMq ve 231THPMq hiicrelerinin IFN-y veya LPS uyarimi kosulunda
ekstraselller matriks proteini olan fibronektin ve Matrigel ile kaplanan yizeylerdeki

davranislari incelendi (Sekil 4.3 D ve Sekil 4.4 D). Bu amagcla, ilgili yuzeylere



59

tutunarak buyliyen hiicrelerin cevresi, alani ve kutupsallik indeksi parametreleri
degerlendirildi. Yapilan analizlerin sonucunda, Matrigel kapli ylzeylerde, IFN-y ile
uyarilan THPMq hiicrelerinin alaninin en biyik oldugu goriildii. Bunun yaninda, LPS
ile uyarilan THPMq hicrelerinin gevresi en genis olup, IFN-y ile uyarilan THPMq
hicrelerinin gevresi ile arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi (Sekil 4.3.A-
D). Matrigel kaph yluzeyde THPMq, LPS ile uyarilan THPMq ve IFN-y ile uyarilan
THPMq hiicrelerinin alanlari sirasiyla 257,5+12,6, 373,8+18,1 ve 333+10,2 um: iken;
cevreleri sirasiyla 12817,3, 130+9,7 ve 114,415 um olarak belirlendi. Kutupsallik
indeksleri sirasiyla 0,05+0,01, 0,05+£0,01 ve 0,06+0,02 olarak bulundu. IFN-y veya
LPS ile muamele edilen 231THPMq hdlcrelerinin LPS veya IFN-y ile uyarimlari
sonucunda ise alanlan 260,6+15,9, 223,6£12,7 ve 355,2+13,1 pum: olarak
belirlenirken, hiicre cevreleri 109+11,4, 89,2+5,8 ve 121+5,4 um olarak bulundu.
231THPMgq, LPS ile uyarimis 231THPMq ve IFN-y ile uyarnimis 231THPMq
hiicrelerinin kutupsalligi sirasiyla 0,06+0,02, 0,07+0,02 ve 0,1+0,02 olarak saptandi.
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Sekil 4.3. A-C. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y etkisi altinda hiicrelerin Matrigel ile kaph
ylzeylerde izlenen (A) hiicre alani, (B) hiicre cevresi ve (C) kutupsallik
indeksleri, aktin iskeleti boyamasi ile belirlendi. (** p<0.01; ****
p<0.0001; n>15).
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Sekil 4.3.D. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y etkisi altinda hiicrelerin Matrigel ile kaph
ylzeylerde izlen aktin iskeleti boyama sonuclarini gdsteren temsili
floresan mikroskop gorinti analizleri (yesil, phalloidin; mavi, DAPI)
Olcek cubugu 10 pm’dir.

Fibronektin kapli ylzeylerde ise, IFN-y ile uyarilan THP1Mq hicrelerinin
alaninin ve cevresinin en biylk oldugu gorildi. LPS ile uyarilan 231THPMq
hiicrelerinin alan ve gevresinin LPS ile uyarilan THPMq hiicrelerinden anlamli olarak

daha biyuk oldugu belirlendi (Sekil 4.4.A-B). Fibronektin kapli yizeyde kontrol
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THPMq hiicreleri ve LPS veya IFN-y ile muamele edilen hiicrelerin alanlari sirasiyla
194,1+13,9, 240+13,9 ve 463,8+38,6 umz hicre gevreleri sirasiyla 91,2+4,9, 78,34
ve 171,8+11.4 um olarak belirlendi. Fibronektin kapl yuzeylerde incelenen
kutupsallik indeksi incelendiginde, IFN-y ile muamele edilen 231THPMq hiicrelerinin
kutupsallik indeksi en yliksek tespit edildi. Ayrica bu hicrelerin kutupsallik
indeksi IFN-y ile uyarilan THPMq hiicrelerine gére kiyaslandiginda daha yuksek idi.
231THPMq hicrelerinin LPS veya IFN-y uyarimlari sonucunda hiicre alanlari
180,2+10,3, 318,1+20,1 ve 205,7+11,3 um2 olarak belirlenirken, hicre cevreleri
sirasiyla 96,8t7, 151,7+6,4 ve 106,419,9 um olarak belirlendi. Bunun yaninda
kontrol THPMq ile kontrol 231THPMq hiicrelerinin alani, gevresi ve kutupsallik

indeksleri arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi (Sekil 4.4.C.).
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Sekil 4.4. A-C. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y etkisi altinda hiicrelerin fibronektin ile kapli
ylzeylerde izlenen (A) hiicre alani, (B) hticre ¢evresi ve (C) kutupsallik
indeksleri aktin iskeleti boyamasi ile belirlendi. (** p<0.01; ***
p<0.001; n>15).
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Sekil 4.4.D. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y etkisi altinda hiicrelerin Fibronektin ile kapl
ylzeylerde izlen aktin iskeleti boyama sonuclarini gosteren temsili
floresan mikroskop goriinti analizleri (yesil, phalloidin; mavi, DAPI)
Olcek cubugu 10 pm’dir.

4.2. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinden Salgilanan Faktorler

Varhginda Farklilastinlan THP-1 Hiicrelerinde ROS ve NO Uretimi

Makrofajlar, reaktif oksijen tilrleri ve nitrojen ara Urlnlerini Ureterek
patojenlere karsi toksik yanit olusturur (43). Protein kinaz C aktivatori ile uyarilan

monositlerde, ROS Uretimini uyaran sinyal yolaklari uyarilir ve ROS Uretimi artar. LPS
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veya IFN-y ile uyarilan makrofajlarda da cesitli proinflamatuvar genlerin ifadelerinde
de artis meydana gelir. Bu durum ROS ve NO iretimine de katki saglar (134).

THP-1 monositik hicrelerinin MDA-MB-231 bazal-benzeri meme kanseri
sipernatanlari varhginda veya kontrol kultir ortaminda makrofaj yoniinde
farkhlasgtinildi. LPS veya IFN-y ile uyarimlari gergeklestirildi. LPS ve IFN-y, THPMq
hicrelerinin ROS Uretimini arttirdi; ancak, bu artisin anlamh bir diizeyde olmadigi
goraldu (Sekil 4.5). 231THPMq hiicrelerinde ROS Uretiminin ise THPMq hicrelerine
gore arttigl saptandi.

IFN-y ile uyarimi saglanan 231THPMq hiicrelerinde ROS Uretiminde anlaml
bir artis oldugu gorilirken, LPS ile uyarimda ise azalmanin oldugu; ancak bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi belirlendi. IFN-y ile uyarilan
231THPMq hiicrelerinde de IFN-y ile uyarilan THPMq hiicrelerine gore anlaml artis
saptandi (Sekil 4.5). LPS ile uyarim sonucunda THPMq ve 231THPMq hiicrelerindeki
ROS Uiretimi sirasiyla 252,6+19,2 ve 226,4+12,3 olarak bulundu. IFN-y ile muamele
sonucunda meydana gelen ROS Uretim kapasiteleri ise 278,58 ve 349,617,4 olarak

hesaplandi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat boyunca
LPS veya IFN-y varliginda THPMq ve 231THPMgq hiicrelerinin ROS Gretimi
(A) Otofloresan yogunluguna gore normalize edilmis H2DFCDA OFY ve (B)
temsili akim sitometri histogramlari. Bos histogramlar THPMq hiicrelerini,
dolu histogramlar ise 231THPMq hiticrelerini gostermektedir (Gri renk,
kontrol grubu; mavi renk, LPS ile uyarim; kirmizi renk, IFN-y ile uyarim (*
p<0.05; *** p<0.001 ;n=6)



64

NO Uretiminin DAF.DA boyasi ile boyanarak akim sitometrik analizlerinin
sonucunda ise, LPS veya IFN-y ile uyarilan THPMq hiicrelerinin NO {retiminde
kontrol THPMq hiicrelerine gére herhangi bir degisimin olmadig goérildi. Kontrol
grubunda NO {retimi sirasiyla 125+15,8 ve 133,9+3,4 olarak belirlendi (Sekil 4.6).
Kontrol 231THPMq hicrelerinin NO uretiminde kontrol THPMq hicrelerine gore
artis saptandi, ancak bu artis anlaml dizeyde belirlenmedi. IFN-y uyarimi
gerceklestirilen 231THPMgq hicrelerinin  NO Uretiminde kontrol 231THPMq
hiicrelerine gére anlamli bir artis saptandi; ancak LPS ile uyarilan hiicrelerde azalma
yoniinde bir degisim elde edildi (Sekil 4.6). LPS ile uyarim sonucuda THPMq ve
231Mgq hiicrelerindeki NO Uretimine iliskin floresan yogunlugu sirasiyla 120+14,9 ve
106,5+10 olarak bulundu.

IFN-y ile uyarnilan THPMq  hicreleri ile 231THPMq hdcreleri
karsilastirnldiginda, meme kanseri siipernatani ile muamele edilmis hiicrelerin daha
fazla NO Urettigi gosterildi (Sekil 4.6). (THPMq OFY; 142,2+13,3: 231THPMq OFY;
212,5+24,3)
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Sekil 4.6. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat boyunca
LPS veya IFN-y etkisi altinda THPMq ve 231THPMq hiicrelerinde meydana
gelen NO Uretimlerne ait akim sitometri analiz sonuglarinin (A) bar grafigi,
(B) histogramlari. Bos histogramlar THPMgq hiicrelerini, dolu histogramlar
ise 231THPM(q hiicrelerini gostermektedir. Gri renk kontrol grubunu, mavi
renk LPS ile uyarimi, kirmizi renk IFN-y ile uyarimi ifade etmektedir. (**
p<0.01; *** p<0.001; n>6).
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THP-1 monositik hicre hattinin MDA-MB-231 bazal-benzeri meme kanseri
sipernatani varliginda makrofaj yontinde farklilastirildigi ve IFN-y veya LPS ile farkli
surelerde uyarildigi kosullarda (45 dak., 90 dak., 3 sa., 6 sa., 12 sa., 24 sa. ve 48 sa.)
ROS retim dizeyi incelendi. LPS veya IFN-y uyarimi varlig§inda THPMq ve
231THPMgq hiicrelerinde 12 saate kadar ROS {(retiminde belirgin bir degisim
gozlenmezken, 12. saatin sonunda IFN-y ile uyarilan 231THPMq hcrelerinin ROS
Uretiminde %50’den fazla bir artisin oldugu belirlendi (Sekil 4.7). IFN-y ile uyarilan
THPMq hiicrelerinde ise 48. saate dogru ROS diizeyinde bir artis egilimi izlendi. LPS

ile uyarilan THPMq hiicrelerinde ise ROS Uretiminin 24. saatte artis egiliminde idi

(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan LPS veya IFN-y ile
artan inkibasyon siirelerinde uyariimis THPMq ve 231THPMgq hiicrelerinin
ROS Uretim dlizeylerinin ylizde degisimi uyarilmamis hiicrelere gore
hesaplanmistir. Yesil renk IFN-y ile uyarilan THPMgq hiicrelerini, sari renk
LPS ile muamele edilen THPMq hiicrelerini, kirmizi renk IFN-y ile uyarilan
231THPMgq hiicrelerini, mavi renk ise LPS ile muamele edilen 231THPMq
hicrelerini ifade etmektedir.

ROS iretiminin zamana bagh degisimine benzer sekilde NO Uretimleri
incelenen hicrelerde, IFN-y veya LPS ile uyarilan 231THPMq hiicrelerinin NO
Uretiminde artis goruldd. LPS ile uyarilan 231THPMq hiicrelerinde NO Uretiminin
uzatilan inkiibasyon siresi ile artis oldugu goriillirken, IFN-y ile uyarilan 231THPM(q

hiicrelerinde 3. saate kadar herhangi bir artisin olmadigi belirlendi. En yiksek NO
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Uretime 48. saatte ulasildi (Sekil 4.8). LPS veya IFN-y ile uyarilan THPMq

hicrelerinde 48 saatin sonunda NO Uretiminde baslangica gore anlamli bir degisiklik

saptanmadi.
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Sekil 4.8. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan LPS veya IFN-y ile
artan inktbasyon siirelerinde uyarilmis THPMq ve 231THPMq hiicrelerinin
NO Uretim duzeylerinin ylzde degisimi, uyarilmamis hiicrelere gore
hesaplanmistir. Yesil renk IFN-y ile uyarilan THPMq hiicrelerini, sari renk
LPS ile muamele edilen THPMq hiicrelerini, kirmizi renk IFN-y ile uyarilan
231THPMgq hiicrelerini, mavi renk ise LPS ile muamele edilen 231THPMq
hiicrelerini ifade etmektedir (n>3).

4.3. Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinden Salgilanan Faktorler

Varliginda Farkhlastirilan Makrofajlarin NOS2 Diizeyleri

Fare makrofajlarinda NO Uretiminin oldugu acik bir sekilde gosterilmis iken,
insan makrofajlan icin bu durumu tartisan pek cok yayin vardir (62-65). THP-1
monositik hiicre hattinin MDA-MB-231 slipernatanlari varliginda makrofaj yoniinde
farkhlagtiriimasinin NOS enzimlerinin diizeylerine etkisi gen ekspresyonu diizeyinde
analiz edildi. THPMq hicrelerinde NOS3 mRNA diizeyinin en yiksek oldugu, onu
NOS2 ve NOS1 ekspresyonlarinin takip ettigi goriildii. LPS veya IFN-y ile muamele
sonucunda her Uc¢ enzimin ifadesinde de azalma gorilirken, LPS veya IFN-y ile
muamele edilen THPMq hiicrelerinde NOS1 ekspresyonunun azaldigi belirlendi
(Sekil 4.9.A). 231THPMq hicrelerinde ise NOS izoform ekspresyonlarinin mRNA
diizeyinde THPMq'ya gore azaldigi saptandi. NOS1 gen ifadesinin olmadigi gorilda.
NOS2 mRNA dizeyindeki azalmanin ise diger izoformlara kiyasla belirgin degildi.

IFN-y ile muamele edilen 231THP1Mq hiicrelerinde NOS2 ve NOS3 izoformunda
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artis gorilirken NOS1 gen ekspresyonu degismedi. LPS ile uyarilan 231THPMq
hicrelerinde ise, her (g izoformda artis oldugu goérildi. Sonug olarak, NOS2 ifade
dizeyleri incelendiginde LPS veya IFN-y ile muamele edilen 231THPMq
hicrelerinde, LPS veya IFN-y ile muamele edilen THPMq hiicrelerine gore artis

oldugu goruldi (Sekil 4.9)

NOS2 NOS1

NOS3

Sekil 4.9. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat boyunca
LPS veya IFN-y ile muamele edilen THPMq ve 231THPMq hiicrelerinde
NOS2 gen ifadesine ait gPCR sonuglari. MDA-MB-231 siipernatani
varliginda makrofaj yoninde farklilastirilan THP-1 hiicrelerinde NOS1,
NOS2 ve NOS3 gen ifadesi RT-PCR ile degerlendirildi. B-aktin referans gen
olarak kullanilarak kontrol hiicrelerinden elde edilen verilere gére
normalizasyon yapildi (n>4).

NOS2 protein diizeyi Western Blot ile analiz edildi. LPS veya IFN-y ile
muamele edilen THPMqg ve 231THPMq hiicrelerinin NOS2 protein dizeylerinde
anlaml dizeyde bir azalmanin oldugu goérildi. Bu azalma 231THPMq hiicrelerinde

cok daha belirgin idi (Sekil 4.10 A-B.).
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Sekil 4.10. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y ile muamele edilen THPMq ve 23THPM(q
hiicrelerinin NOS2 proteinine ait Western blot sonuglari. (A) NOS2
proteinine ait Western Blot bandlarinin agaroz jel elektroforezi
sonrasinda goruntusd. (B) THP-1 hiicrelerinin MDA-MB-231 siipernatani
varliginda makrofaja farklilastiriimasi sonrasinda Western Blot analizi
gerceklestirildi. B-aktin referans protein olarak kullanilarak kontrol
hiicrelerinden elde edilen verilere gére normalizasyon yapildi.(n>2)

THPMq ve 231THPMq hiicrelerinin NOS2 protein diizeyi floresan mikroskobu
ile de analiz edilerek meme kanseri stpernatanlarinin NOS2 protein dizeyi

Uzerindeki etkisi degerlendirildi. (Sekil 4.11).
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DAPI NOS2 Birlesik

Sekil 4.11. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y ile muamele edilen hiicrelerin NOS2 protein
boyamalarinin temsili resimleri (nikleus (DAPI), mavi; NOS2, yesil) (n>15)
Olgek cubugu 10 um’dir.

THPM(q + IFN-y THPMq + LPS THPMq

231THPMa

231THPMq + LPS

231THPMq + IFN-y
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Alternatif olarak, immiinfloresan ile NOS2 protein ekspresyonu, fibronektin
ve Matrigel kaplanan ylzeylerde biyutulen hiicreler ile de incelendi.

Matrigel kaph ylzeylerde yapilan analizler incelendiginde, NOS2 varhg
231THPMq hiicrelerinde saptandi (Sekil 4.12A). Ozellikle IFN-y ile uyarim THPMq ve
231THPMq hiicrelerinde NOS2 pozitifligini arttirdi. LPS ile uyarilan THPMq
hicrelerinde de NOS2 pozitifligi elde edildi (Sekil 4.12.A).

Fibronektin kaph vylzeylerde ise; LPS ile uyarilan THPMqg ve kontrol
231THPMq hiicrelerinde NOS2 protein ekspresyonu saptandi (Sekil 4.12B).

DAPI NOS2 Birlesik

Sekil 4.12. A. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y etkisi altindaki THPMq ve 231THPM(q
hiicrelerinin Matrigel kaph ylizeylerde immiinfloresan boyama ile
gosterilmesi (niikleus (DAPI), mavi; NOS2,kirmizi)(n=15).0lgek cubugu
10 um’dir.

THPMq

231THPMq + LPS 231THPMa THPMQ + IFN-y THPMq + LPS

231THPMq + IFN-y
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DAPI NOS2 Birlesik

Sekil 4.12.B. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y etkisi altindaki THPMq ve 231THPMq
hicrelerinin fibronektin kapli ylizeylerde immiinfloresan boyama ile
gosterilmesi (niikleus (DAPI), mavi; NOS2, kirmizi) (n>15) Olcek cubugu
10 um’dir.

THPMq

THPMq + LPS

THPMq + IFN-y

231THPMa

231THPMq + LPS

231THPMq + IFN-y

4.4. Farkh Mezenkimal Karaktere Sahip Hiicre Hatlarindan Salgilanan

Faktorler Varliginda Farklilagtirilan Makrofajlarin ROS ve NO Diizeyleri

MDA-MB-231 hiicreleri ile gerceklestirilen makrofaj farklilastiriimasi

analizlerine ek olarak, THP-1 monositik hiicre hattinin, bazal-benzeri meme kanseri
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hicre hattindan (HCC38) ve fibroblastik hiicre hattindan (SW982) elde edilen
sipernatanlar varliginda PKC agonisti ile uyarimi gerceklestirildi. Benzer sekilde bu
hiicreler de 48 saat boyunca LPS veya IFN-y ile muamele edildi. THPMq hicrelerine
gore HCC38 siipernatanlari varliginda gelistirilen 38THPMq ve SW982 siipernatanlari
varliginda kiltire edilen 982THPMq hiicrelerinin ROS uretiminde anlamli diizeyde
bir artis saptandi. 38THPMq hcrelerinin ROS iretiminin 231THPMq hiicrelerine
gore arttigl; ancak bu artisin, istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi.
982THPMq hiicrelerinde ROS Uretimi ise 231THPMq hiicrelerine benzer sekildeydi
(Sekil 4.13).

LPS ile uyarilan 231THPMqgq hiicrelerinde oldugu gibi, LPS ile uyarilan
38THPMq ve 982THPMq hiicrelerinde de kontrol gruplarina gére ROS (retiminin
azaldig saptandi. LPS ile muamele edilen 38THPMq hiicreleri ise ayni sekilde
uyarima sahip 231THPMq ve 982THPMq hiicrelerine gére en yiksek dizeyde ROS
Uretimi yapmaktaydi (Sekil 4.13). IFN-y ile uyarilan 38THPMq hiicrelerinde ROS
Uretiminin, IFN-y ile uyarilan THPMq ve 231THPMq hicrelerine gére daha yiksek
oldugu tespit edildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y etkisi altinda, 231THPMq, 38THPM(q ve
982THPM(q hiicrelerinin ROS lretimlerinde meydana gelen (A) ylzde
degisim grafikleri (B) temsili akim sitometri histogramlari. Elde edilen
sonuglar kontrol THPMq hiicrelerine gore % degisimi hesaplanarak
sunulmustur (** p<0.01; **.* p<0.0001; n>3).

MDA-MB-231, HCC38 ve SW982 hiicrelerinden elde edilen sipernatanlar
varliginda makrofaj yoninde farklilagtirilan THP-1 hiicrelerinin DAF,DA ajani ile NO
Uretim analizleri gerceklestirildi. 38THPMq hiicrelerinin NO (retimi 231THPMq
hiicrelerine gore kiyaslandiginda kismen daha yiksekti (Sekil 4.14).

IFN-y ile uyarilan hiicrelerde NO {retimi kontrol grubuna goére anlamh
diizeyde daha yiksek idi; ancak bu durum LPS uyarimi ile tespit edilmedi. IFN-y ile
uyarilan 38THPMq hiicrelerinde IFN-y ile uyarilan 231THPMq hiicrelerine gére NO

Uretimi kismen daha yiksekti (Sekil 4.14)
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Sekil 4.14. Protein kinaz C agonisti ile 72 saat muamelenin ardindan 48 saat
boyunca LPS veya IFN-y etkisi altinda, 231THPMq, 38THPMq ve
982THPM(q hiicrelerinin NO iretimlerinde meydana gelen (A) ylzde
degisim grafikleri (B) temsili akim sitometri histogramlari. Elde edilen
sonuclar kontrol THPMq hiicrelerine gére % degisimi hesaplanarak
sunulmustur (** p<0.01; *** p<0.001; n>3).

4.5. Fare Kokenli Bazal-Benzeri Meme Kanseri Hiicrelerinden Salgilanan
Faktorlerin Fare Kokenli Makrofaj Hiicre Hattinda ROS ve NO

Uretimine Etkisi

J774A.1 fare makrofajlarinin fare bazal-benzeri meme kanseri 4T1 ve
EMT6/AR1 hicre hatlarindan elde edilen supernatanlar varliginda kiltiru
gerceklestirildi. Ardindan, 48 saat boyunca LPS ile uyarimi yapildi. LPS ile muamele
edilen J774A.1 hiicrelerinin F4/80 diizeyinde kontrol grubuna gore anlamh diizeyde
artis oldugu saptandi (Sekil 4.15). 4T1 veya EMT6 stpernatanlarinin ise F4/80
dizeyini arttirirken, LPS’nin bu belirte¢ Gzerindeki uyarici etkisini sinirladig1 gorildi.
Bu degisimlerin J774A.1 hicreleri, 4T1 slipernatanin varhginda uyarilan J774a.1
hicreleri ve EMT6/AR1 slpernatani varliginda uyarilan J774A.1 hicrelerinin F4/80
belirtecinde goriilen OFY degerleri sirasiyla 733,33+3,79, 421,50+62,51, 510+26,31

olarak belirlendi.
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Sekil 4.15. 4T1 ve EMT6/AR1 meme kanseri hlicrelerinin sipernatani ile kiltiru
yapilan J774A.1 makrofaj hiicrelerinin 48 saat boyunca LPS uyarimi ile
hicre hattinda F4/80 belirtecinin akim sitometri ile analizi. A) F4/80
belirtecine ait ortanca floresan yogunlugu (OFY) % degisimi. Kontrol
hicreleri otofloresan verisine gére normalize edilmistir. B) F4/80
ifadesine ait akim sitometri histogramlari (* p<0.05; *** p<0.0001; n>6).

J774A.1 hicrelerinin 4T1 ve EMT6/AR1 stipernatanlari icerisinde kultirinin
gerceklestirilmesi ve LPS ile uyarimi sonucunda hiicrelerin ROS liretimindeki degisim
analiz edildi. Kontrol J774A.1 hiicrelerinin 4T1 ve EMT6/AR1 slpernatanlari ile
muamelesi sonucunda, 4T1 hicrelerinin ROS dizeyine etki etmedigi, EMT6/AR1
sipernataninin ise ROS Uretimini anlaml diizeyde artirdigi goralda (Sekil 4.16). LPS
ile uyarilan kontrol ve 4T1 slipernatani ile muamele edilen J774A.1 hiicrelerinin ROS
Uretiminde artis gorulirken, bu artis istatiksel olarak anlamlilik diizeyine ulasmadi.
LPS ve EMT6/AR1 supernatani ile uyarilan J774A.1 hucrelerinde ROS Uretimi
yuksekti; ancak LPS varliginin ilave bir etki yaratmadigl sonucu elde edildi (Sekil

4.16).
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Sekil 4.16. 4T1 ve EMT6/AR1 meme kanseri hiicrelerinin sipernatani ile kiltir
yapilan J774A.1 makrofaj hiicrelerinin 48 saat boyunca LPS uyarimiile
hiicre hattinda H2DFCDA belirtecinin akim sitometri ile analizi. A)
H2DFCDA belirtecine ait ortanca floresan yogunlugu (OFY) % degisimi.
Kontrol hiicreleri otofloresan verisine gére normalize edilmistir. B)
H2DFCDA ifadesine ait akim sitometri histogramlari (*** p<0.001; ****
p<0.0001; n=6)

DAF.DA boyasi ile analiz edilen NO Uretim kapasitesi de ROS Uretimine

benzer sekilde degisim gosterdi. Kontrol J774A.1 hiicrelerinde 4T1 slipernatani

varliginda bir degisim goézlenmezken, EMT6/AR1 slpernatani ile NO Uretimi anlamli

dizeyde artti (Sekil 4.17).

LPS ile uyarilan J774A.1 hiicrelerinde NO {retimi artis gosterirken, 4T1

stpernatani bu durumu negatif yonde etkiledi. EMT6/AR1 stipernatani varliginda

LPS ile uyarilan J774A.1 hiicrelerinde ise NO diizeyinin etkilenmedigi goruldi (Sekil

4.17).
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4T1 ve EMT6/AR1 meme kanseri hiicrelerinin stipernatani ile kaltiira
yapilan J774A.1 makrofaj hiicrelerinin 48 saat boyunca LPS uyarimiile
hiicre hattinda DAF2DA belirtecinin akim sitometri ile analizi. A) DAF2DA
belirtecine ait ortanca floresan yogunlugu (OFY) % degisimi. Kontrol
hicreleri otofloresan verisine gére normalize edilmistir. B) DAF2DA
ifadesine ait akim sitometri histogramlari (**** p<0.0001; n>6).
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5. TARTISMA

Monositler, insanlarda periferik kan l6kositlerinin yaklasik % 10'unu,
farelerde ise I6kositlerin yaklagik % 4' Gnl olusturmakla beraber; kemik iliginde
granilositler ile ortak bir progenitérden gelismektedir. Dolasima katildiginda
¢ogalma yetenegini kaybeden bu hiicreler miyeloid hicreler olarak yer alirlar.
Makrofajlar, monositlerden tiirevienen daha ileri dizeyde olgunlasmis hiicreler
olup; morfolojik olarak, daha biylik oval niikleuslu, genis sitoplazmali ve daha
granulli yapidadirlar (86).

Serin/treonin kinaz ailesinden olan protein kinaz C (protein kinase c, PKC)'ler,
cesitli sinyal iletim basamaklarinda dnemli rol oynar. Forbol miristat asetat (Phorbol/
myristate acetate, PMA), PKC'yi aktive ederek cesitli sinyal iletim yolaklari ile bu
yolaklar ile iligkili molekillerin ifadesini tetikler (135). Forbol esterler, gen
transkripsiyonu, hticre blytumesi, farklilasmasi, programlanmis hicre olima ve
inflamasyon iligkili yolaklarin aktivasyonunu saglayabilir ~ (134, 135). Forbol
esterlerden biri olan PMA, cesitli hormonlar ve sitokinler tarafindan uyarilan
hlcresel mekanizmalari incelemek igin model bir ajan olarak kabul edilmektedir
(134).

THP-1 hiicre hatti, slispanse karakterde monositik htcrelerdir. THP-1
hiicrelerinin PMA ile uyarimi sonrasinda, hiicrelerin biylimesi durur ve bulunduklari
hicre kiltir kabinin ylzeyine yapisarak aderan oOzellik kazanirlar (136). PMA ile
uyarilan THP-1 hicreleri makrofaj yonilinde farklilasma gosterirler (135). Bu nedenle,
THP-1 hiicreleri miyeloid farklilasma ve olgunlagsma calismalari icin prototip olarak
tercih edilmektedir (136). Bunun yaninda, THP-1 hiicre hatti, akut miyeloid |6semi
¢alismalarinda fonksiyonel analizlerin yapilmasi ve klinik 6ncesi terapotik hedef
molekillerin tanimlamasi icin de deneysel bir model olusturmaktadir (137).

Bu tez calismasinda, THP-1 monositik hiicrelerinin PMA ile uyarimi sonrasi
makrofajlara farklilasmasi saglanmistir. Hiicrelerin boyutlarinda tespit edilen artis ve
sitoplazmik alanda belirginlesme ile miyeloid belirteclerdeki degisim, makrofaj
yonundeki farklilasmayi destekler niteliktedir. Makrofajlara farklilastiran hiicrelerde

LPS uyarimi sonucunda granil iceriginde azalma izlenmistir. LPS ile uyarimlari
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sonucunda hiicrelerde vakuol olusumu da gézlenmis, sitoplazma hacimleri artmistir.
Vakuoller makrofaj gibi fagositik hiicrelerde bakteri oldiirme mekanizmasinda
gorevli yapilardir ve LPS ile uyarim sonucunda bu yapilarin varligi gosterilmistir
(138).

Makrofajlar, farkh cevresel uyaranlara yanit olarak alt gruplara polarize
olabilen, farklilasma yetenekleri olan hiicrelerdir. Uyaranlarin 6zelligine bagh olarak
klasik aktive makrofajlar (M1) ve alternatif aktive makrofajlar (M2) olarak polarize
olurlar (43). In vitro ortamda LPS gibi bakteri hiicre duvari bilesenleri ve/veya IFN-y
kullanilarak makrofajlarin M1 karaktere polarize olmasi saglanir. M1 makrofajlar,
TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinlerin tretimi ile karakterize
edilir. Ayrica, ylksek diizeyde reaktif oksijen ve nitrojen tirleri Giretirler (106).

Monositler ve doku makrofajlarinin biylik cogunlugu CD14 ifadesine sahiptir
(139). LPS uyarimi; LPS-baglama proteini (LPS-binding protein, LBP) CD14, miyeloid
farklilasma faktorl (myeloid differentiation factor 2, MD2) ve TLR4'(in etkilesimi ile
gerceklesir (140). LBP ve MD2 olmadan da LPS’in TLR4 sinyalini uyarabildigi daha
once gosterilmistir (141). Bu g¢ahsmada kullanilan THPMq ve 231THPMq
hiicrelerinde de, CD14 ve MD2 dizeyleri degisiklik gbéstermemesine ragmen LPS ile
uyarimin biyolojik etkileri gézlemlenmistir. TLR4’lUn tetikledigi bir diger sinyal
mekanizmasi ise, CD14’Un internalizasyonu sonucunda endozoma gegerek Tip |
interferon (IFN) ifadesini diizenleyen transkripsiyon faktérii IRF3'iin aktivasyonuna
aracilik etmektir. Bu durum, TLR4’Un LPS ile indiiklenen endositozunda CD14’in
gerekli oldugunu gostermektedir (142, 143).

IFN-y’nin TLR4 transkripsiyonunu ve ylzey ifadesini arttirdigl bilinmektedir.
LPS ile uyarilan THPMq hiicrelerinde ve MDA-MB-231 hiicre stpernatani ile kiltiirt
yapilan THP-1 hiicrelerinde TLR4 kompleksine ait belirgin bir degisim gézlenmezken,
IFN-y ile uyarilan THPMq hiicrelerinde TLR4 belirtec¢ diizeyinin arttigi gortlmustur.
LPS ile wuyarim sonucunda THPMgq hicrelerinin CD14 vylizey belirtecinin
ekspresyonunda meydana gelen azalmanin ise CD14 internalizasyonu nedeniyle

olabilecegi dlsinlilmektedir. IFN-y uyarimi ile THPMq hiicreleri ve 231THPMq
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hicrelerinin ylizey belirteglerinde artis olmasi da, bu hiicrelerin diger bir mekanizma
olan tip 1 IFN Uretimi yoluna gittiklerini distindirmektedir.

THP-1 hiicrelerinin meme kanseri stpernatanlari varhiginda farklilasmasinin
hedeflenmesi ile timor mikrogevresinin etkisinin modellenmesi amaglanmistir.
Buna gore; bazal-benzeri meme kanseri hiicre slipernatanlari varliginda THP-1
hicrelerinde CD14 diizeylerinde azalma olmasina ragmen, LPS veya IFN-y ile uyarim
sonucunda bu hicrelerde CD14 diizeyinde artis oldugu tespit edilmistir. Bu artis, LPS
ile uyarimda IFN-y ile uyarima gore daha fazladir.

CD11c ve CD40, miyeloid hiicre farklilagsmasi ile artan belirteglerdir (139, 144,
145). Yapilan g¢ahsmalarda, kanser hicrelerinin miyeloid hiicre hatlarinin
olgunlasmasina ve farklilasmasina etki ederek makrofaj benzeri karakter
kazanmasina katkida bulunabilecegi gosterilmistir. Bu calismada literatiir ile uyumlu
olarak, CD40 belirte¢ ekspresyonunun MDA-MB-231 hiicre stipernatani ile uyarilan
THP-1 hicrelerinde arttigi saptanmistir. Dolayisiyla bazal-benzeri meme kanseri
hiicrelerinden salgilanan faktorlerin THP-1 hiicrelerinin olgunlasmasinda etkili
oldugu goriilmektedir. Diger taraftan, meme kanseri hiicre siipernatani ile kiltiri
yapilan THP-1 hiicrelerinde CD14, MD2 ve TLR4 belirte¢ dlizeylerinde azalma tespit
edilmistir.

M1 makrofajlari bakterisidal fonksiyona sahiptir ve istilaci patojenlere karsi
savunma birincil goérevleridir. Patojenle temas halinde ROS ve NO Uretimini
gerceklestirerek patojenleri oldirdrler (12). LPS, ROS liretimini dogrudan uyarir ve
bu Uretim NADPH oksidaz (NADPH oxidase, Nox) enzimi araciligiyla gerceklesir.
Bunun yani sira ROS, MAPK ve NF-kB gibi sinyal yollarini aktive ederek, LPS kaynakli
sinyal iletiminde ikincil haberci olarak da fonksiyon goérir. Bu sinyal iletim
yolaklarinin  H;0, tarafindan aktivasyonu, proinflamatuvar genlerin ifadesini
destekler. RAW264.7 fare makrofaj hilicre hatti ile yapilan bir calismada ROS Uretimi
sirasinda Nox2 geninin aktivasyonu gosterilmistir (12). insan monositik hiicre
hatlarinin in vitro ortamda makrofajlara farklilasmasi sonucunda ROS {retiminin
tetiklendigi gdzlenmistir (13). insan promonositik hiicre hatti olan U937 hiicreleri ile

yaptlan bir calismada, PMA ile uyarilan hiicrelerin makrofaja farklilasmasi
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sonucunda ROS uretiminin arttigl ve proinflamatuvar sitokinlerin Gretiminde de artis
oldugu tespit edilmistir (13). Dolayisiyla, elde edilen sonuglar, ROS uretimi ile
monosit-makrofaj farklilasmasi arasinda dolayli ve/veya dogrudan bir iliski olduguna
isaret etmektedir.

Calismamizda, bazal-benzeri meme kanseri hiicre sitipernatani varliginda
kiltird yapilan THP-1 hicreleri makrofajlara farklilagtiriimis ve ROS Uretiminin
arttig1 gézlenmistir. Bu durum, meme kanseri slipernatanindan salgilanan faktoérlerin
de ROS iretimini destekledigi veya makrofaj yoninde farklilasmayi ilerlettiginin
gostergesi olabilir. LPS veya IFN-y ile uyarilan THP-1 hiicrelerinin ROS iretiminde
artis olmasi da pozitif kontrol olarak degerlendirilebilir. IFN-y ile uyariimis
231THPMgq hiicrelerinin ROS Uretimi ve farklilasmasinda gorilen pozitif etki ise, IFN-
y'nin hem makrofajlarin M1 yo6ninde farklilasmasina hem de makrofajlarin
bakterisidal etkisini artirmasina yonelik yorumlanabilir.

LPS veya IFN-y ile zamana bagl yapilan ¢alismalarin sonucunda, IFN-y ile
uyarilan 231THPMq hicrelerinin ROS (retim kapasiteleri artis gdstermistir. Bu
durum LPS ile yapilan uyarimlarda zaman parametresinden bagimsiz olarak
izlenmistir. Elde edilen bu veriler 48 saatlik LPS veya IFN-y uyarimlarinin
makrofajlarin aktivasyonu i¢in uygun bir slire olabilecegini gostermektedir.

Makrofajlar, bulunduklari mikrocevreye gore farklilasan ve fonksiyonel
polarizasyon gosteren, ylksek plastisite 6zelligine sahip hiicrelerdir. Polarizasyonlari
sirasinda her ne kadar bakteriyel Grlinler ve cesitli sitokinler etkin olsa da hticre-disi
matriks bilesenleri de olduk¢a O6nemlidir (146, 147). Hicre adezyon molekilleri
hiicrelerin diger hiicrelerle veya hiicre disi matriksle baglanmasinda rol alan
membran ylizey proteinleridir (148). Kollajen, laminin ve fibronektin baslica hiicre-
disi matriks bilesenleridir (149). Fibronektin, integrinlere kollajene ve heparan siilfat
gibi diger hicre disi matriks proteinlerine baglanan yiksek molekiler agirhkli bir
glikoproteindir (150). Hiicre gociine aracilik eder. Fibronektin ile makrofaj etkilesimi,
inflamasyon ve konak savunmasinin yani sira yara iyilesmesi, kronik inflamatuvar

surecler ve karsinogenez durumunda da diizenlenir (151, 152)
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Monositlerin kandan dokuya gogleri sirasinda fibronektin ile yaptiklari
etkilesimler, PU.1 transkripsiyon faktorlinlin aktivasyonunu saglayarak monosit-
makrofaj farklilasmasinda rol oynamaktadir. PU.1 transkripsiyon faktéri makrofaj
farklilasmasi icin gerekli olan makrofaj koloni uyarici faktér (macrophage colony-
stimulating factor, M-CSF) reseptoriniin ifadesini saglamaktadir (148). Fibronektin
ile kaplanmis ylzeylerde MDA-MB-231 siipernatanlarinin etkisiyle makrofaj
yoninde farkhlastirilan THP-1 hicrelerinin IFN-y uyarimi kutupsallik indeksinde
diger uyarimlara gore daha biylk bir artis gorilmis, LPS veya IFN-y hiicrelerin
cevresi ve alaninda bir artis saptanmistir. Bu durum, fibronektinin makrofaj
farklilasmasini destekledigine dair yorumlanmistir. Beklendigi Uzere, IFN-y,
231THPMgq hiicrelerinin polarizasyonunda daha etkili bulunmustur.

Hicre disi matriks bilesenlerinin hiicrelerdeki gen ifadesini degistirebilme ve
timor davranislarini degistirme kapasitesi vardir. Matrigel™ bircok dokuda bulunan,
laminin ve kollajen IV agisindan zengindir. TiUmor hiicrelerinden saflastirildigindan
dolay! hicre disi matrikse ¢ok benzer ve in vitro ortamda timor mikrogevresinin
substrati olarak kullanilan bir karigimdir (153, 154). Makrofajlarin varliginda timor
hiicreleri hiicre disi matriksi istila eder. insan makrofajlari ile ilgili yapilan bir
¢alismada, makrofajlarin tek baslarina veya timor hiicresiyle beraber Matrigel’in
Uzerine ekimi gerceklestiriimis ve goc¢ kapasiteleri incelenmistir. Calismanin
sonucunda timor hicreleri ile beraber ekimi vyapilan makrofajlarin  goc¢
kapasitelerinde ciddi artis oldugu gorilmuistir. Bu durum Matrigel’'in makrofaj
hareketliliginde ve biyolojik fonksiyonlarinin dizenlenmesinde etkili bir substrat
oldugunu gostermektedir (154). Calismamizda, fibronektin kaplanmis ylzeylerle
karsilastirnldiginda Matrigel kapli ylzeylerin fibronektine gére THP-1 hicrelerinin
makrofaj yoninde farklilastirmasinda etkili oldugu soylenebilir. Ayrica IFN-y’nin
Matrigel lizerinde blylyen hicrelerin makrofaja donlisimini de daha etkin sekilde
uyarabildigine dair bulgularimiz, hiicre biylime vyizeyinin ve polarizasyon-
aktivasyona yol acan sitokin kombinasyonunun énemini ortaya ¢cikarmistir.

Matrigel ve fibronektin kapl ylzeylerde kiltiiri yapilan THPMq ve
231THPMq hiicrelerinde NOS2 ve NO {retimi analizlerinin yani sira ylizey
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molekillerinden bagimsiz olarak bu hiicrelerde bazal diizeyde NOS2 ekspresyonu
incelendi. NOS enziminin Ug¢ izoformunun arasinda mRNA dizeyinde THPMq
hiicrelerinde en fazla NOS3 ekspresyonu oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda
231THPMq hiicrelerinde NOS2 ve NOS3 ifadesi belirlendi. 231THPMq hiicrelerinde
ise, her li¢ NOS izoformunda da THPMq hiicrelerine gore azalma oldugu goriildii. Bu
hicrelerde NOS2 ifadesinin disik olmasi, meme kanseri mikrogevresinden
salgilanan faktérlerin M1 farklilagmasina gitmek yerine farkli mekanizmalar
kullandigini  disindirebilir. IFN-y ise NOS2 ifadesini LPS’e gore daha fazla
desteklemistir. Meme kanserinden salgilanan faktorlerin NOS ifadesini azalttig
gorilse de, IFN-y’nin bu etkiyi ortadan kaldirdigina dair bulgular elde edilmistir. Bu
veriler, literatlirde belirtildigi Gzere, LPS veya IFN-y ‘nin NOS2 ifadesini artirmasi ile
tutarhdir. LPS veya IFN-y ile uyarilan THPMq hiicrelerinde ise azalan NOS2 gen
ifadesinin bu hicrelerde asiri aktivasyona karsi post-transkripsiyonel olarak
dizenlenebilecegini dislindirmektedir. Elde edilen bu sonucglar NO (retiminin
zamana bagli olarak azalmasini gésteren verilerimizle de ortlismektedir.

NOS2 ifadesinin varligi protein diizeyinde incelendiginde, kontrol THPMq
hiicreleri ile LPS veya IFN-y uyarimi olan THPMq hiicrelerinde NOS2 protein miktari
cok ylksektir. Bununla beraber, 231THPMq hiicrelerinde LPS veya IFN-y uyarimi
oldugunda NOS2 ifadesinin azaldigi gorilmistir. Bu sekilde NOS2'nin
transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde diizenlenmesi s6z konusudur (155).

NOS2 fare makrofajlarinda varligi kanitlanan, insan makrofajlarinda ise varlig
ve diizeyi tartismali olan bir enzimdir. insanda NOS2 ifadesine hiicreler dinlenme
durumda iken nadiren rastlanmaktadir; ancak, sitokinler, LPS ve cesitli uyaranlara
cevap olarak bu enzimlerin diizeyi ile NO (retimi belirlenebilmektedir (155). Bazi
calismalarda, insan makrofajlarinda NOS2 ekspresyonunun varligl in vivo olarak
gosterilmistir. In vitro ortamda yapilan calismalarda ise insan makrofajlarinda NOS2
proteininin saptanabilir oldugu bulunmus; ancak, NOS2 araciligiya uretilen NO
miktarinin ¢cok az oldugu gosterilmistir (156).

NOS2'nin  transkripsiyonel dizenlenmesinde yer alan  molekiler

mekanizmalari aydinlatan calismalar, sadece fare makrofajlarinda NOS2 gen
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ifadesinin varligini géstermistir. insan NOS2 genini ve 5' ucundaki proksimal 400 baz
ciftinin farelerdeki NOS2 gen bdlgesine %66 benzerlik gosterildigi bulunmustur.
insan NOS2 promotér bolgesinin LPS veya IFN-y ile uyarimina faredeki analoguna
gore daha az acgik oldugu saptanmistir (157). Bunun yani sira farelerden farkl olarak
insanlarda AKN-1 hiicre hatti ile yapilan bir calismada NOS2 ifadesi icin sadece IFN-
y'nin etkili oldugu gosterilmistir (158). LPS ve IFN-y ile uyarimdan sonra insan
makrofajlarinda NOS2 mRNA varlig ifade edilmis; ancak NOS2 lizerinden Uretilen
NO saptanmamistir (66).

Bakteriyel enfeksiyona sahip olan kisilerin kanlarindan izole edilen
monositlerle yapilan analizlerde NOS2 proteini saptanabilmistir. izole edilen bu
monositlerin in vitro ortamda IFN-y ile uyarimlari yapildiginda NOS2 ifade diizeyinin
arttig) goézlenmistir (107). insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinden izole
edilip makrofaja donustirilen kan hcreleri ile THP-1, U937 gibi insan monositik
hiicre hatlarinda es-zamanl vyapilan mRNA dizey tespiti calismasinda, insan
monositik hiicrelerinin NOS2 mRNA’sinin, 4 saatlik inkiilbasyondan sonra ortaya
¢ciktig1 ve 20 saat sonra halen saptanabilir oldugu gosterilmistir. Denis ve arkadaslari
(159), insan makrofajlarinda fare makrofajlarindan farkli olarak, NOS2 ile Uretilen
NO'nun tespit edilebilirliginin zor oldugu goriisiint bildirmislerdir. Ancak, sitokinler
veya bakteriyel Urlinlerle uyarilan insan makrofajlarinda NO {retimi oldugunu
savunmugslardir. Tim bu bilgiler i1s1ginda insanda NOS2 ve NO uretiminin siki bir
sekilde kontrol edildigi, literatlirdeki celiskilerin deney kosullari, calisma kurgulari ve
kullanilan yontemler arasindaki farkhliklar nedeniyle oldugu degerlendirilmistir.

NOS2 ayrica, insanlarda bilylik hava yollarindaki hiicrelerde ve mononiikleer
hicre hatlarinda yapisal olarak ifade edilebilir durumdadir (67). Patojene maruziyet
sonrasinda makrofajlarda NOS2 ifadesinin belirlenebilir dizeye c¢ikmasi s0z
konusudur. Bu amacgla, tlberkiilozlu hastalarin akcigerlerindeki NOS2 ifadesi
incelenmistir. Enfekte bireylerdeki NOS2 diizeyi saglkli bireylerin akcigerlerindeki
NOS2 diizeyine gore yiiksektir. insan akciger kanserinin yani sira meme, beyin,
prostat, kolorektal ve pankreas karsinomlarinda yapilan calismalarda da dokularda

NOS2 seviyeleri gbzlemlenmistir (160). Sepsiste LPS’e yanit olarak makrofajlarda NO
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Uretimi, sitokin sekresyonu ve prostaglandin sentezi olmak lzere ¢esitli inflamatuvar
yanitlar olusur. Sepsis sirasinda meydana gelen doku hasarinin, NOS2 aktivitesi
nedeniyle asiri NO Uretimi ile iliskili oldugu gosterilmistir (161).

Makrofajlardaki NOS2, TNF-a, IL-1, IFN-y, endotoksinler veya LPS uyarimi ile
gerceklesir. Lokal olarak uzun slire ve mikromolar konsantrasyonda NO (retir. NOS2
seviyesi, inflamasyonun ciddiyetini yansitabilir (162). insan promiyelositik hiicre
hatti olan HL-60 ile yapilan bir calismada, LPS uyarimi sonucunda makrofaja
donustirilen hicrelerin, 6nemli miktarlarda NO Uretme yetenegi kazandig
bildirilmistir. insan makrofajlarinda NOS2 ifadesi ve NO iretimini belirlemek
amaciyla yapilan in vitro c¢alismalara ragmen tutarh bilgiler bulunamamistir.
Farelerde, NOS2’nin IFN-y, TNF-a, LPS ve c¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
uyarildiginda biytk miktarda NO Uretebildigi bilinmektedir. Bununla birlikte, benzer
kosullar altinda, insan makrofajlarinda NO (retiminin ya dislik seviyelerde oldugu
ya da hi¢ olmadigina dair bulgular cogunluktadir. Yapilan son calismalarda, alveolar
makrofajlarin uyarimdan sonra in vitro ortamda daha belirgin seviyede NO
Uretebildigi gosterilmistir (162).

MDA-MB-231 bazal-benzeri meme kanseri stipernatani icerisinde makrofaj
yoninde uyarilan THP-1 hiicrelerinin yaninda HCC38 meme kanseri slipernatani ve
SW982 fibroblast hiicre hatlarinin sipernatanlarinda uyarilan THP-1 hiicrelerinin
ROS ve NO {retim kapasiteleri de artmistir. Bu hiicrelerde LPS veya IFN-y uyarimi
yapildiginda IFN-y’'nin ROS (retim kapasitesinde en etkili sitokin oldugu da
dogrulanmistir.

Fare makrofajlarinda NOS2 ifadesinin varligi insan makrofajlarinin aksine
yapilan ¢alismalarla netlestirilmistir. Fare makrofajlari LPS ile uyarildiklarinda NOS2
ve NO dretimi artmaktadir. Fare makrofajlarina 6zgiil yizey belirteci F4/80 ifadesi
hiicrelerin fizyolojik durumuna gore siki bir sekilde dizenlenmektedir. Fare
monositlerinde makrofajlara gore daha disuk seviyelerde F4/80 ifadesi vardir ve
herhangi bir uyaran ile aktive edilen makrofajlarda daha yiiksek seviyelere ulasir
(163). Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda LPS ile uyarimi gerceklestirilen J774A.1

fare makrofaj hicrelerinin, 4T1 meme kanseri slipernatani ile uyarilan J774A.1
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hiucrelerinin ve EMT6/AR1 slipernatani ile uyarilan J774A.1 hicrelerinin F4/80
belirte¢ ekspresyonlarinda LPS ile uyarimi olmayan kosula gore artis oldugu
saptanmistir.

LPS’in, RAW264.7 fare makrofaj hiicreleri lizerinde yapilan bir ¢alismada,
Racl'e bagh bir yol araciligiyla ROS uretimini ve lkappaB kinazlari (IKK) araciligiyla
NF-kB'nin aktivasyonunu sagladigi bulunmustur. Bunun yaninda fare peritoneal
makrofajlari ile J774A.1 monosit/makrofaj hiicre hattinda yapilan ¢alismada LPS’in
NADPH oksidazi aktive ederek NF-kB Uzerinden ROS {retimini gerceklestirdigi
gosterilmistir (164). J774A.1 makrofaj hicrelerinin 4T1 stpernatani ve EMT6/AR1
hiicre stipernataninin ROS Uretim kapasitesi incelendiginde, EMT6/AR1 stUpernatani
ile uyarilan hicrelerin ROS (retim kapasiteleri en yiiksek diizeydedir. Bununla
beraber, LPS ile uyarim sonucunda, uyarilan hiicrelerin ROS lretim kapasitelerinde
anlamli bir artis olmadigi saptanmistir.

4T1 meme kanseri hucrelerinden salinan faktorler, LPS gibi bakteriyel
agonistlere karsi makrofaj inflamatuvar yanitlarinda bir artisa yol agar. Ayrica, 4T1
timor tasiyan farelerden izole edilen makrofajlarda, LPS'yve karsi gelisen
proinflamatuvar sitokinlerde de artis gortlmustir (165). Yaptigimiz calismada fare
makrofaj hiicreleri ile meme kanseri ile fibroblast hiicresi siipernatani ile uyarilan
hiicrelerin NO (retim kapasitesi de ROS iretim kapasitesinde oldugu gibi,
EMT6/AR1 slipernatani ile uyarilan J774A.1 hiicrelerinde artmis; 4T1 slipernatani ile
uyarilan J774A.1 hiicrelerinde ise degisim belirlenmemistir.

Sonug¢ olarak, gerceklestirilen bu tez c¢alismasi kapsaminda bazal-benzeri
meme kanseri hiicreleri tarafindan Uretilen faktorlerin monosit-makrofaj
farklilasmasi Gzerine olan etkisi, makrofaj yoniinde farklilasan bu hiicrelerin NO ve
ROS liretim kapasitesi ve NOS2 ifade diizeyleri analiz edilmistir. NO iretiminin insan
makrofajlari tarafindan gerceklestirilebilecegi yoniinde bulgular elde edilmistir.
Ayrica, meme kanseri hicrelerinin makrofaj donisimini desteklerken NO ve ROS
Uretim kapasitesini de degistirebilecegi saptanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda THP-1

insan monositik hiicre hatti in vitro olarak kullaniimistir. Elde edilen bulgular THP-1
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hiicrelerinin makrofaj farkhlasmasinin modellenmesi acisindan da onem arz
etmektedir.

THP-1 hiicrelerinde farkli kosullarda gerceklestirilen makrofaj yonundeki
farklilasma sirasinda NOS2 varligl, uyarilabilirligi ve ifadesinin dlizenlenmesi
incelenirken farkli yontemlerden elde edilen sonuglar kullaniimigtir.

Gergek zamanl PCR, Western-Blot, NO liretim kapasitesi ve immiinfloresan
gorintileme verileri meme kanseri stiipernatanlari varliginda makrofaj farklilasmasi
ile NOS2 enziminin ifade edilebildigini gdstermistir.

Farklilasmanin farkli ekstraselliler matriks komponentleri ile degisiklik
gosterme durumu da goz onilinde bulundurularak immiinfloresan gorintiileme
analizleri ile NOS2 varligi incelenmistir.

Matrigel ve meme kanseri slpernatanlari timor mikrogevresini taklit
edebilen en iyi kosul olarak ele alindiginda, IFN-y’'nin bu ortamda bile NOS2'yi
artirmasi, ancak LPS’nin etkin olmamasi, timor mikrogevresinin M1-aracili
inflamasyon Uzerindeki olumsuz etkisine isaret etmektedir. Diger taraftan,

fibronektin ylzeylerde LPS oldukga etkin bir sekilde NOS2 uyarimini yapabilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Protein kinaz C (PKC) agonisti olan forbol miristat asetat (phorbol myristate
acetate, PMA)'In in vitro ortamda monosit karakterli THP-1 hicrelerinin
makrofaj karakterine farkhlasmasinda etkili oldugu bulundu. Makrofaj
yoninde farkhlasan hicreler THPMq olarak adlandirilirken, MDA-MB-231
sipernatani varhginda farkhlasmasi saglanan hiicreler 231THPMq olarak
adlandirildi.

THPMq hiicrelerinin nukleuslarinin blytyerek oval seklini aldigi ve sitoplazmik
alaninin arttigi bulundu. 231THPMq hiicrelerinin nukleuslarinin da kontrol
THP-1 hiicrelerine gore blyime egilmi gosterdigi goruldi. 231THPMq
hiicrelerinde bdbrek sekilli niikleus yapisinin THPMq hiicrelerine gére daha
belirgin oldugu tespit edildi. Bunun yaninda LPS veya IFN-y ile muamele
edilen THPMq ve 231THPMq hiicrelerinin sitoplazmik alaninda artis gorildi.
231THPMq hicrelerinde LPS veya IFN-y ile muamele sonucunda granilli
yapinin daha belirgin oldugu gorildi. Ayrica IFN-y ‘nin 231THPMq
hiicrelerinde sitoplazmik vakuol olusturdugu bulundu.

MDA-MB-231 supernatani varliginda farklilastirilan THP-1 hiicrelerinin IFNyR
belirtecinde kontrol THPMq hiicresine gore anlamli artis oldugu bulundu.
Bunun yaninda, genel olarak THPMqg ve 231THPMq hiicreleri IFN-y ile
uyarildiginda CD40, CD1lc, CD14, TLR4, MD2 ve IFNyR belirtecglerinin
ifadesinin arttigl gorildi. Bu artisin en ¢ok IFN-y ile uyarilan 231THPMq
hiicrelerinde oldugu belirlendi. LPS ile uyarilan 231THPMq hiicrelerinde de
kontrole gbre anlamli bir artis oldugu bulundu. LPS ile uyarilan THPMq
hiicrelerinde ise CD40, CD11c ve IFNyR diizeylerinde kontrole gore anlamh
artis oldugu bulundu.

Matrigel kaph ylizeylerde IFN-y ile uyarilan THP1Mq hicrelerinin alaninin en
blyik oldugu gorildi. Bunun yaninda, LPS ile uyarilan THPMq hicrelerinin
cevresi en genis oldugu bulundu. Fibronektin kapl ylzeylerde ise, IFN-y ile
uyarilan THP1Mgq hcrelerinin alaninin ve g¢evresinin en bliytk oldugu gorilda.

LPS ile uyarilan 231THPMq hiicrelerinin alan ve cevresinin LPS ile uyarilan
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THPMq hiicrelerinden anlamli olarak daha bilylk oldugu belirlendi. Bu
sonuglara goére Matrigel ve fibronektin ylzeylerinin LPS veya IFN-y ile
uyarimlarinin THPMq hdcrelerinin farklilasmasinda 231THPMq hiicrelerine
gore daha etkili oldugu soéylenebilir.

Bazal benzeri meme kanseri slpernatanindan salgilanan faktorlerin ROS
Uretiminde etkili oldugu bulundu. IFN-y ile uyarimi saglanan 231THPMq
hicrelerinde ROS Uretiminin arttigi gorilda. LPS veya IFN-y ile uyarilan THPMq
hiicrelerinin ise ROS Uretiminde kontrol THPMq hiicrelerine gore artis olsa da,
artisin anlamli olmadigi bulundu.

NO (retiminde de 231THPMq hiicreleri lizerinde IFN-y'nin LPS’e gére daha
etkili bir uyaran oldugu bulundu. THPMq hicrelerinde LPS veya IFN-y’nin NO
Uretiminde anlaml bir etkinligi gorilmedi.

LPS veya IFN-y uyarimi olan THPMq ve 231THPMgq hiicrelerinin ROS
Uretiminde 12.saate kadar belirgin bir degisiklik goézlenmedi. 12.saatin
sonunda ise IFN-y ile uyarilan 231THPMq hiicrelerinin ROS Uretiminde artis
oldugu saptandi. Bu artisin 48.saatte en yulksek seviyeye ulastigi bulundu.
THPMq hiicrelerinde ise 12.saatin sonunda ROS (retiminde artis egilimi
gorilse de, bu artisin belirgin bir artis olmadigi géralda.

IFN-y veya LPS ile uyarilan 231THPMq hiicrelerinin NO Uretiminde de artis
gorildi ve en yiuksek lretime 48. saatte ulasildi. LPS veya IFN-y ile uyarilan
THPMq hiicrelerinde 48 saatin sonunda NO (retiminde baslangica gore
belirgin bir degisiklik olmadigi gozlendi.

NOS izoformlarinin gen ifadesi diizeyinde etkisine bakildiginda, THPMq
hiicrelerindeki NOS3 mRNA dlzeylerinin en yiliksek, NOS1’in en disuk,
NOS2'nin ise bu iki enzimin arasinda bir degerde eksprese oldugu bulundu.
LPS veya IFN-y ile muamele edilen THPMq hicrelerinde her (¢ enzimin
ekspresyonunda azalma gorildi. 231THPMq hicrelerinde ise NOS
izoformlarinin mMRNA dizeylerinin THPMq'ya gore azalma yoniinde oldugu
tespit edildi. LPS veya IFN-y ile muamele edilen 231THPMq hiicrelerinde ayni

kosullarda uyarilmis THPMq hiicrelerine gore artis oldugu tespit edildi.
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LPS veya IFN-y ile muamele edilen THPMq ve 231THPMq hicrelerinin NOS2
proetin dizeylerinde uyarimsiz kosullarda bulunan THPMq ve 231THPMq
hiicrelerine gore belirgin azalmanin oldugu bulundu.

231THPMq hicrelerinin floresan mikroskopisi kullanilarak bakilan NOS2
dizeylerinde NOS2 protein diizeyinde azalma oldugu tespit edildi.

Fibronektin ve Matrigel kapli ylzeylerde immiinfloresan yontemi ile NOS2
varlig incelendiginde; Matrigel kaph ylzeylerde LPS veya IFN-y ile uyarilan
231THPMq hiicrelerinde NOS2 varliginin belirgin hale geldigi gorildi. IFN-
y'nin bu hicrelerde NOS2 boyamasini arttirdigi bulundu. Fibronektin kapli
ylizeylerde ise LPS ile uyarilan 231THPMgq hiicrelerinde NOS2 varliginin arttigi
bulundu.

38THPMq ve 982THPMq hiicrelerinde IFN-y ile muamelenin bu hiicrelerde
ROS ve NO dretimini arttirdigi bulundu. 38THPMq hiicrelerinde IFN-y ile
mamele sonucunda ROS ve NO Uretiminin IFN-y uyarimi olan 231THPMq ile
982THPMgq hiicrelerinden daha fazla olugu belirlendi.

4T1 sUpernatani veya EMT6/AR1 siupernatani varliginda uyarilan j774A.1
hicrelerinde ROS ve NO uretiminin en ¢ok EMT6/AR1 sipernatani varliginda
uyarilan j774A.1 hiicrelerinde oldugu bulundu.

MDA-MB-231 bazal-benzeri meme kanseri hucrelerinden elde edilen
sipernatanlar varliginda yapilan ¢alismalarda THP-1 miyeloid hiicre hattinin,
fenotipik olgunlasma ve farklilasma calismalari icin uygun monosit-makrofaj
modeli olarak belirlenmesi icin CD68, CD80, CD86 ve CD206 belirteglerinin
dizeyleri arastirilabilir.

MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen stpernatanlar varliginda THP-1
hiicrelerinin LPS ile uyarimi sonucunda LPS-LBP-CD14-TLR4 kompleksinde
CD14 endositozunun ROS ve NO lretimine etkisi incelenebilir.

MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen silipernatanlar varliginda LPS veya
IFN-y uyarimi altinda THP-1 hiicrelerinin NO Uretimine NF-kB, MAPK ve AP-1

gibi mekanizmalarin etkisi incelenebilir.
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Makrofaja farkhlagsmasi saglanan THP-1 hiicreleri ile bazal-benzeri meme
kanseri hiicre sipernatanlari varliginda uyarilan THP-1 hiicrelerinde NOS2
proteinin epigenetik olarak susturulup susturulmadigi test edilebilir. Ayni
zamanda LPS veya IFN-y’'nin NOS2 proteinine etkisi de epigenetik olarak
incelenebilir.

Meme kanseri hastalarindan elde edilen kan ve dokularda NOS2 dulzeyleri ve
NO uretimi fonksiyonel ve molekiiler yontemlerle incelenip, elde edilen

sonuglar yapilan in vitro ¢alismalarla kiyaslanabilir.
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