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OZET

Somaiyeh Malekghasemi, Prostat Kanserinde TLR Agonistlerinin M1, M2
Makrofaj Polarizasyonunda Rolii, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tiimor Biyolojisi ve Immiinolojisi Program Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2019. Prostat kanserinin gelisiminde inflamasyonun etkili oldugu ¢ok iyi
bilinmektedir. Tumor mikrogevresinde bulunan makrofajlar pro-inflamatuvar ve
timore karst M1 tipi veya tiimdr gelisimine yardimci olan M2 tipindeki
makrofajlardir. Timor mikrogevresinde bulunan M2 tipi makrofajlardan gelisen
TAM’lardan salinan IL-10 TGFp, IL-6 ve IL-8 gibi inflamatuvar sitokinler kanser
hiicrelerinin gelisimini ve metastazin1 kolaylastirirlar. TAM’lar, bir ¢ok tiimdrde
yogun olarak bulunur ve tiimori infiltre eden TAM’larin sayisi ile hastaligin kot
prognozunun iliskili oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle TAM’larin kontrolii ve
regiilasyonu tiimorlerin prognozunda anahtar rol oynar. Cesitli Toll Like Reseptor
(TLR) agonistleri, tiimdére karst immiin yanit1 yonlendirebildigi igin klinik
uygulamalarda kullanilmaktadir. TUmorden salinan soluble faktdrlerin, TAM’lara
doniistimde etkili oldugu bilinmektedir. Fakat prostat kanseri hiicrelerinden salinan
soluble faktorlerin makrofaj polarizasyonuna olan etkileri ¢ok iyi bilinmemektedir.
Bu nedenle ¢alismamizda, TLR4 ve TLR 8 agonistleriyle uyarilmis prostat kanser
hiicrelerinden salinan faktorlerin makrofajlarin  farklilasmasina olan etkileri
aragtirilmigtir. Bunun yani sira makrofajlardan salinan sitokinler ve makrofajlarin
fagositoz  fonksiyonlar1  degerlendirilmistir. Calisma  sonug¢larimiz, THP-1
hucrelerinin TLR4 ve TLR8 agonistleri ile uyarilmig PC3 hiicre kiiltiir siipernatanlari
varhiginda CD206 yiizey ekspresyonunun azaldigini gostermistir. Bu hiicrelerde
inflamatuvar sitokinlerden o6zellikle IL-1a, IL-1B, TNFa, IFNy ve GM CSF
salinmminin ~ arttigi bulunmustur. Bu kosullardaki THP 1 hiicrelerinde fagositoz

kapasitesinin arttig1 ve hiicre siklusunun GO/G1 fazin1 gosterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: prostat kanseri, makrofaj, timor ile iligkili makrofajlar, toll like
reseptorler
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ABSTRACT

Somaiyeh Malekghasemi, Role of TLR Agonists in M1, M2 Macrophage
Polarization in Prostate Cancer. Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences Tumor Biology and Immunology Program Master Thesis,
Ankara, 2019. It is well known that inflammation is effective in the development of
prostate cancer. Macrophages in the tumor microenvironment are either anti-
inflammatory M2-type that help tumor growth or pro-inflammatory M1-type that
play an important role in the recognition and destruction of cancer cells.
Inflammatory cytokines such as IL-10, TGFp, IL-6 and IL-8 that are produced from
TAMs in the tumor microenvironment facilitate the development and metastasis of
cancer cells. The higher number of TAMs is commonly obsereved in tumors with
poor prognosis. Therefore, control and regulation of TAMs play a key role in the
prognosis of tumors. Various Toll Like Receptor (TLR) agonists are used in clinical
applications because they can direct the immune response against the tumor. Soluble
factors released from the tumor are known to be effective in transformation to
TAMs. However, the effects of soluble factors released from prostate cancer cells on
macrophage polarization are not well known. Therefore, in our study, the effects of
factors released from prostate cancer cells which were treated with TLR 4 and TLR 8
agonists on the differentiation of macrophages were investigated. In addition,
phagocytosis functions of macrophages as well as cytokines released from
macrophages were evaluated. We found that THP1 cells showed decreased
expression of CD206 in the presence of the supernatant from PC3 cells treated with
TLR4 and TLR8 agonists. In these cells, the inflammatory cytokines IL-1a, IL-1p,
TNFa, IFNy and GM-CSF were increased. In these conditions, the phagocytosis
capacity increased in the THP-1 cells and the cell cycle of these cells showed the GO
/ G1 phase.

Keywords:prostate cancer, macrophages, tumor associated macrophages, toll like
receptors
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1. GIRIS

Prostat kanseri, erkeklerde kanser ile iliskili 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada yer alan bir kanser tipidir. Prostat kanseri gelisiminde yas, 1rk ve aile hikayesi
olmasi hastalik riski ile iliskili nedenlerdir. Prostat kanserinin progresyonu karmasik
olup; transformasyon, hipoksi, invazyon, migrasyon ve metastaz gibi bilinen ¢ok
asamal1 bir siire¢ icermektedir. Bu mekanizmalarin anlasilmasi, kotli hastalik seyri
gosteren prostat kanserinin tedavisindeki zorluklarin asilmasinda 6nemli yol gosterici
olacaktir. TUmor mikrocgevresindeki makrofajlar yani timor iligskili makrofajlar
(TAM), prostat kanseri mikrogevresinin stromal hicrelerden sonra en belirgin
hiicreleridir. Cesitli bliyime faktorleri, sitokinler, kemokinler ve inflamatuvar
mediatorler, TAM’larin gelisiminden sorumlu faktorlerdir. Bu faktorlere ornekler,
tiimoriin bilylimesi, kotii seyirli olmasi ve metastazinda etkili olan VEGF, PDGF ve
IL-10’dur. Bunlara ilaveten tiimor mikrogevresinde, yiiksek sayida TAM’larin
bulunmas1 prostat kanserinin invazyonunu, anjiogenezini ve erken metastazini
kolaylagtiran ¢ok Onemli bir belirtectir. TUmor mikrogevresinde bulunan
TAM’lardan salinan 1L-10, TGFp, IL-6 ve IL-8 gibi inflamatuvar sitokinler kanser
hiicrelerinin gelisimini ve metastazini kolaylastirirlar. M2 tipi makrofajlardan gelisen
TAM’lar, birgok tiimorde yogun olarak bulunur ve tiimori infiltre eden TAM
sayisinin yiiksek olmasi hastaligin kotii prognozu ile de iliskilidir. Bu nedenle
TAM’larin kontrolii ve regiilasyonu tiimdrlerin prognozunu iyilestirmek i¢in anahtar
faktorlerden birisidir. Tumdre karst immiin yanit, antijen sunan hiicrelerin
tizerindeki TLR aktivasyonu ile tiimore spesifik T hiicre cevabin arttirarak
gerceklesmektedir. Bugilinkii bilgilere gore, tiimor i¢inde bulunan TAM’larin
gelismesinde tlimorden salinan soluble faktorlerin etki mekanizmasinin temeli net
bilinmemektedir. TAM’larin kontrolii ve diizenlenmesine yonelik yeni tedavi
yaklasimlar1 iginde TLR agonistlerinin kullanimi, potansiyel deger tasimaktadir.
TLR agonistleri ile uyarilan timor hiicrelerinden salinan soluble faktorlerin, timor
cevresindeki makrofaj polarizasyonunun M1 yoniinde gelismesini saglayarak
tiimore karst immiin yanit1 arttirabilecegi ongoriilmektedir. Tiimor mikrogevresinde
bulunan makrofajlarin polarizasyonunu tiimor hiicrelerinden salinan soluble faktorler
etkilemektedir. Bu tez ¢alismasinda, TLR agonistleri ile uyarilan timor

hlcrelerinden salinan soluble faktorlerin etkisiyle makrofajlarin M1 yoniinde



farklilagmasin1  saglayarak timor hiicrelerinin - progresyonunun baskilanmasi
aragtirtlmistir. Calismada, in vitro model olarak monosit farklilasmasi igin insan
monositik hiicre dizisi olan THP-1 hiicreleri ve kanser hiicresi olarak da PC3 prostat
adenokarsinom kanser hiicre dizisi kullanilmistir. PC3 prostat kanser hiicre kiltir
slipernatanlarinin ve TLR4, TLR8 agonistlerinin, makrofaj morfolojisi, farklilasmasi,

sitokin salinimi, ve fagositoz fonksiyonlarina etkisi aragtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Monosit ve Makrofaj Gelisimi

Monositler, inflamasyon ve homeostazda anahtar rol oynayan Iokositlerdir.
Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicre progenitorlerden koken alirlar ve kan
dolasimindan periferik dokulara gegerler. Enfeksiyon bdélgesinde veya hasarl
dokuda, patojene karst hem dogal hem de adaptif immiin yanitlara aracilik eden
dendritik hiicrelere veya makrofajlara doniisebilirler. Monositler, genis plastisite ve
heterojenite gosterirler ve farkli fonksiyonel fenotiplere farklilagirlar. Sekil 2.1°de
makrofajlarin  gelisimi ve farklilasmasi gosterilmistir. Monositlerin  fenotipik
Ozelliklerine gore tg¢ alt siifi vardir. 1. Klasik monosit, CD14 hiicre yiizey
reseptoriiniin (CD14** CD16~ monosit) yiksek diizeyde ekspresyonu ile karakterize
edilir. 2. Klasik olmayan monosit, CD14"in diisiik diizeyli ekspresyonunu ve CD16
reseptorini.  (CD14* CD16"" monosit) tasirlar. 3. CD14'ln yiksek dizeyde
ekspresyonu ve CD16 (CD14"™" CD16" monositler) tasiyan monositlerdir (1).
Monositler, hematopoietik kok hiicrelerden farklilasan monoblastlar, bipotent
hiicreler olarak adlandirilan prekiirsorlerden kemik iligi tarafindan iiretilir.
Monositler kan dolasiminda yaklasik 1-3 giin boyunca dolasir ve daha sonra tipik
olarak makrofajlara ve dendritik hicrelere farklilasarak dokulara hareket ederler.
Kandaki lokositlerin %3’iint olustururlar. Monositlerin yaklasik yarisi, kirmizi-pulp
icindeki kumelerde yedek olarak bulunur. Ayrica, monositler kandaki en biylk
korpuslardandir (2). Diger hiicreler tarafindan iiretilen birgok faktor, kemotaksisi ve
monositlerin diger islevlerini diizenleyebilir. Bu faktorler arasinda, 6zellikle monosit
kemotaktik protein-1 (CCL2) ve monosit kemotaktik protein-3 (CCL7) gibi
kemokinler; Lokotrien B4 ve 5-Hidroksialosatetraenoik asit ve OXEL reseptor
agonistlerinin 5-okso-eicosatetraenoik asit familyasinin iiyeleri gibi bazi aragidonik
asit metabolitleri (6r., 5-HETE ve 5-0kso-ETE); ve N-formilmetionin leusil-
fenilalanin ve diger N-formile edilmis oligopeptitler yer alir (3). Diger bazi
mikrobiyal iiriinler monositleri dogrudan aktive edebilir ve bu da pro-inflamatuvar
sitokinlerin Uretimine neden olur. Monositler tarafindan tretilen sitokinler, TNF, IL-
1 ve IL-12'dir. Faralerde monosit gelisimi, hayatta kalma, koloni stimile eden
faktore (CSF-1) baghidir. CSF1R'den yoksun olan fareler, siddetli monosit eksikligi



gosterirler (4). Bununla birlikte, TGF-p1, FMLP, MCP-1 ve Cba, inflamatuar
bolgelere monosit gegisi igin kritiktir, ancak monosit sagkalimi iizerinde ¢ok az
etkilidirler (5). M-CSF, makrofajlara farklilasmada gorev alabilir ve bu faktor hiicre
dongiisii ile iliskili siklin A2, B1, B2, D1, D3 ve E2 gibi hiicre proliferasyonunun
pozitif diizenleyicilerinin transkripsiyonu ile iligkilidir (6). Transkripsiyon faktorleri
hicre kaderinde 6nemli rol oynar. Transkripsiyon faktorleri-eksik farelerde monosit
fagosit sisteminin eksikligi goriiliir. PU.1 (miyeloid transkripsiyon faktori) myeloid

soyunun en erken adimlari i¢in gereklidir (7).
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Sekil 2.1.Makrofajlarin gelisimi ve farklilasmasi (Referans 8’den uyarlanmistir).

2.2.Makrofaj Polarizasyonu

Makrofajlar myeloid hiicre serisinden kaynaklanan hticrelerdir. Dogal immiin
sistemin htcreleri olup temel gorevleri arasinda mikroplarin fagozitozunu yapmak ve
0lU / hasarli hiicreleri temizlemek yer almaktadir.Makrofajlar, aldiklar1 uyari tipine
bagl olarak, pro-inflamatuar sitokinlerden anti-inflamatuar cevaba kadar degisen
farklt yanitlar gosterebilirler (8). Makrofajlar ¢esitli alt gruplara ayrilirlar. M1
makrofajlar veya klasik olarak aktive olan makrofajlar fagositoz yapan ve c¢ok



miktarda reaktif oksijen ve azot tlrevlerini Ureten hicreler olup Thl tipi cevabi
aktive ederler (9). M1 makrofajlar, iki 6nemli inflamatuar sitokin olan 1L-12 ve IL-
23 salgilarlar. 1L-12, ylksek miktarda IL-17 salgilayan Th17 hiicrelerinin
aktivasyonunu ve klonal ¢ogalmasim arttirarak inflamasyona katkida bulunur (10).
IFN-y ve LPS gibi sinyaller, in vitro olarak makrofajlar1 M1 tipi makrofajlara
doniistiiriir ve LPS veya IFN-y, Toll benzeri reseptor 4 (TLR4) ile etkilesebilir (11).
Bu etkilesimde, Trif ve MyD88 yolaklar1 indlklenir. Makrofajlarin proinflamatuvar
yanit1 baslatmalar1 ile transkripsiyon faktorlerinden IRF3, AP-1 ve NFkB'nin
aktivasyonu ve TNF, interferon, CXCL10, NOS2, IL-12 aktivite artis1 goriiliir (12).
Klasik olarak aktive olan makrofajlar, STAT1'in indiiksiyonunu baglatarak CXCLD9,
CXCL10'u hedefleyen transkripsiyon faktorl (IP-10), IFN dizenleyici faktor-1 (IRF-
1) ve sitokin baskilayic1 sinyal-1’ aktive ederler (13). Kansere karsi makrofaj
cevabinda, M1 tipi makrofajlar tiimore karsi immiin yanitta rol oynarlar. M2
makrofajlar, inflamasyona karsi, anjiyogenezde ve doku onarimi siirecinde rol
oynayan hicrelerdir. Copg¢ii (scavencer) reseptorleri tasirlar ve buyuk miktarda IL-10
ve diger anti-inflamatuvar sitokinler retirler (14). Bazi MHC-II molekillerinin
reglilasyonunu saglarlar. 1L-10, M2 makrofaj aracili Th2 yanitini arttirir ve Th2
hicrelerinden  1L-3 ve IL-4 Uretiminin artmasma neden olur. IL-4, iyilesme
siirecinde 6nemli bir sitokindir; c¢ilinkii ekstraseliiler matriks iiretimine katkida
bulunur (15). M2 makrofajlari, farkli molekiil setleri ve farkli aktivasyon tepkileri ile
indiikklenen farkli alt gruplara sahiptir: M2a, M2b, M2c, M2d. M2 makrofajlar
genellikle profibrotik 6zellik tasiyabiliri. M2a makrofajlari, IL-4 ve IL-13 tarafindan
indUklenir. IL-4 ve IL-13, IL-4R'ye baglanir ve Jak / Stat6 yolunu harekete gegcirir.
CCL17, ARGI, IRF4, IL-10, SOCS3 ekspresyonu artar ve inflamasyona karsi cevap
kuvvetlenir. M2b makrofajlar, Th2 aktivasyonu ve immiin yanit diizenlenmesinde rol
alir ve genellikle regllatuvar olarak kabul edilir. Bunlara ilave olarak, bu tip
makrofajlar 1L-10, CCL1, IL-1 ve IL-6 Uretirler (16). M2c (IL-10 veya TGF-B) ayni
zamanda deaktive olarak da tanimlanan bagisiklik bastirma, doku onarimi ve matris
yeniden bigimlendirme ile ilgilidir. M2c makrofajlar, IL-10 ve TGF-f varliginda
polarize olur. IL-10 ve TGF-p tiretimini arttirirlar ve CD163 eksprese ederler. M2d
makrofajlar, tiimore yardimer olabilecek fonksiyonlar sergiler. Yeni kan damarlarinin

blylmesine izin vererek tumor hiicre ilerlemesini ve biiylimesini arttirirlar (17).
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Sekil 2.2.Makrofaj Polarizasyonu (Referans 18'den uyarlanmistir).

2.3.TUmor Ile Miskili Makrofajlar (TAM'lar)

TAM'lar, inflamasyon ve kanser iliskisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
TAM'lar, tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasi, yayilmasi ve metastazin1 arttirir, timor
anjiyogenezisini uyarabilir ve T hiicrelerinin aracilik ettigi tiimore karst immdin
yanit1 inhibe edebilir ve bdylece tiimoér progresyonunu tesvik edebilirler (19).
TAM'lar ve malign tiimérler arasindaki iliskinin ¢oziilmesiyle, TAM'larin tanida ve
prognozda biyolojik belirtec olarak potansiyeli 6nem kazanabilecektir. Ayrica,

kanser icin potansiyel terapotik hedef olarak 6nem kazanabilirler.



2.3.1.TAM'larin Kaynag

Doku makrofajlar1 kemik iliginden iiretilirler ve yerlestikleri dokuya gore
isimlendirilirler. Akciger alveolar ve peritoneal makrofajlar, karaciger Kupffer
hicreleri, epidermal Langerhans hiicreleri ve beyin mikrogliasi, dokularda bulunan
makrofajlardir (20). Kemik iliginden {iretilen monositler periferik kana ve dokulara
gecerler. Stromal hicreler ve tiimor hiicreleri tarafindan iiretilen kemokinler ve
blylme faktorlerine yanit olarak TAM'lara doniisiirler (21). Bir glioma tumoér modeli
ile yapilan ¢alismada, kemokin (C-C motifi) ligandi (CCL) 2'nin kemokin (C-C
motifi) reseptér (CCR) 2'ye baglanmasi sonucunda, primer timor ve metastazinda
monositlerin birikiminin gerceklestigi gosterilmistir (22). Xenograft modelli baska
bir ¢caligmada da, IL-4 varliginda, vaskiler endotelyal bliyime faktori A (VEGFA)
monositler icin kemotaktik faktor olarak etki gostermistir. Bunun sonucunda da
TAM’larm farklilasmasninin desteklendigi gosterilmistir (23). Insan meme kanseri
modellerinde, CCLI18'in reseptorii PITPNM3'e baglanmasinin, CSF2 ile birlikte
makrofajlarin alimina aracilik ettigi gosterilmistir (24). Kolon kanser modellerinde,
makrofajlarin timor mikrogevresinde birikimine de, CCL20'nin reseptori CCR6'ya
baglanmasi aracilik etmektedir (25). Kolon kanseri hicresi kodkenli CSF 1'in,
makrofajlarin  toplanmasinda etkili oldugu gosterilmistir (26). CCL2, 3 ve 14
kemokinleri de multipl myelomda makrofaj proliferasyonunu ve polarizasyonu
uyarir (27). IL-10 sitokini de makrofajlarda, pro-inflamatuar sitokinlerin ve
kemokinlerin Uretimini inhibe eder (28). Prostat kanserinden tlretilmis katelisinler,
makrofajlarin M2-benzeri fenotipe uyarilmasina aracilik eder (29). Hipoksik kanser
hicresinden dretilen Onkostatin M ve Eotaksin de makrofajlarin M2 tipinde
polarizasyonunu saglar (30). Soluble MHC 1 zincirine bagli molekiil, STAT3'iin
aktivasyonu yoluyla makrofajlart TAM’lara farklilastirmaktadir (31).

Th2 CD4" hiicrelerinden salinan IL-4, diizenleyici T hicrelerinden (Treg'ler)
salinan IL-10 ve B hicrelerinden dretilen imminoglobilinler (lg), makrofaj
polarizasyonunun protumoral fenotipte gerceklesmesinde etkili olur (32).
Mezensimal stromal hiicre kaynakli epitelyal biiylime faktorii 8 proteininin (MFG-
E8) makrofajlarin M2 tipinde polarizasyonunu arttirdigi gosterilmistir (33). Melanom

timorii olusturulan farelerde, makrofaj go¢ inhibe edici faktorin (MIF) TAM



polarizasyonunun 6nemli bir belirleyici oldugu rapor edilmistir (34). Bir bagka
caligmada ise otokrin CXCL12 dretiminin, monositlerin proanjiyojenik ve

immunosupresif fenotipini modiile ettigi gosterilmistir (35).

Hipoksi, esas olarak hipoksi indiklenebilir faktor HIF-1lo ve HIF-2a
araciligiyla, malign donlisimil ve metastazi desteklemektedir. Bu iki faktoriin de,
makrofaj fonksiyonunu diizenleyici rolleri oldugu gosterilmistir (36). TLR2 ve TLR6
sinyali, makrofajlarin timor nekroz faktorii-o (TNF-o) iretimini indiikleyerek
akciger kanseri progresyonunu tesvik edebilir (37). Hyaluronan gibi timor kaynakl
ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenleri, TAM polarizasyonunu TLR2 ve TLR4

yoluyla yonlendirmede potansiyel 6nemli faktorler arasinda kabul edilmektedir (37).

Sekil 2.3. TAM'larin tiim6r mikrogevresindeki kdkeni ve polarizasyonu (Referans
38'dan uyarlanmustir).



2.3.2.Kanser ve TAM'lar Arasindaki Iliski

TAM'lar, timoriin baslangicinda ve ilerlemesinde, immiin baskilamada,
metastazda, premalign nis olusturma ve anjiyogenezde rol oynamaktadir.
TAM’lardan Uretilen inflamatuar sitokinler olan 1L-23 ve IL-17’nin timor
progresyonu ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir (39). Kupffer hicreleri,
niikleer faktéor kB (NF-kB) bagimli sinyal mekanizmasi yoluyla hepatoseliiler
karsinomun gelisiminde gerekli mitojenleri saglayabilmektedir (40). Son yillardaki
verilere gore, TAM’lardan gelisen IL-6'nin hepatoseliiler karsinom olusumunu ve
gelismesini  STAT3 sinyali yoluyla destekledigi gostermistir (41). TAM'lar
timorlerdeki baslica immiin diizenleyici hiicrelerdendir ve timor mikrogevresindeki
sitotoksik T lenfosit (CTL) yanitlarini inhibe ederler. Sigan tiimoér modellerinde
yapilan c¢alismlarda, CD8" T hicre artisinin TAM'lar tarafindan baskilandigi
gosterilmistir  (42). TAM'lardan {Uretilen prostaglandin E2 (PGE2), IL-10 ve
indolamin 2,3-dioksigenaz, T-reg'lerin indiksiyonunda 6nemli rol oynamaktadir.
TAM'lardan salgilanan CCL17, CCL18 ve CCL22, T-regler i¢in kemotaktik faktorler
olarak rol oynamaktadirlar (43). TAM'larin solid timor gelisimini destekledigi en
kapsamli mekanizma, metastazi arttiran faktorlerin salinmasi ve malign hicrelerin
nisinin olusturulmasidir. insan xenograft modellerinde, integrin kiimelemesinde rol
oynayan CCL18’in, tiimor hiicresi invazyonu ve metastazi igin de gerekli oldugu
bulunmustur (44). TAM'lar; katepsin B, MMP-2, MMP-7 ve MM-9 proteazlarini
ureterek ECM'yi parcalayabilirler. Boylece timaor hiicrelerinin invazyonu igin ortam
olustururlar. Epitel-mezenkimal gegis (EMT), TAM'lar ve tiimor hiicreleri arasindaki
etkilesimin 6nemli bir sonucudur. EMT, tiimoriin ilerlemesi ve metastazinda temel
bir rol oynamaktadir. Biriken kanitlar, TAM'arin kanserlerde EMT'nin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigini diisindiirmektedir. TAM kaynakli faktorler
EMT baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir (45). Yapilan
calismalar, TAM sayilarinin tlimorlerde bulunan damarlarin sayisiyla yakindan
iliskili oldugunu gostermistir. Hipoksi, timor anjiyogenezinde énemli rol oynar.
Makrofajlar, tiimoriin hipoksik alanlarinda ve 6zellikle nekrotik dokuda bulunur.
Makrofajlarda bulunan HIF-1a, hipoksik bolgelerde, anjiyogenez ile iliskili VEGF
gibi bir¢ok genin transkripsiyonunu dizenler. TAM'lar; VEGF, TNF-a, IL-1p, 1L-8
(CXCLS8), trombosit kokenli biyume faktérii (PDGF), basik fibroblast buyime
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faktoru (bFGF), timidin fosforilaz, MMP'ler ve diger bazi molekilleri Uretirler bu
molekdller timdr anjiyogenezini arttirarak tiimoriin biiyiimesi igin intratiiméral kan
damari olusumunu tesvik ederler (46). Sekil 2.4’te TAM’larin tiimor progresyonuna
etkileri sematik olarak gosterilmistir. Tie2®™ TAM'lar timor vaskilarizasyonu ile
yakindan iliskilidir ve bu hucrelerin ortotopik ve transgenik timor modellerinde
anjiyogenezde ¢ok dnemli rolii bulunmaktadir (47).
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Sekil 2.4. TAM'larin Tum0or Progresyonuna Etkileri (Referans 38'dan uyarlanmustir).

2.3.3. TAM’larin Metabolizmasi ve Aktivasyon Yollari

Makrofaj polarizasyonunda ¢oklu metabolik yollar énemli rol oynamaktadir.

Aktl ve Akt2 gibi protein kinazlar, tumor hicrelerinin hayatta kalmasina,
cogalmasina ve metabolizmayi etkileyerek makrofaj polarizasyonunu degistirir (48).

Diger protein kinazlar, glikolizin arttirilmasi ve oksijen tiikketiminin azaltilmasi
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yoluyla makrofaj polarizasyonunu glikoz metabolizmast yolu aracilifiyla
yonlendirebilmektedir. L-arjinin metabolizmasi ayrica makrofajlarda sitokin retimi
icin 6nemlidir ve TAM-tiimor hiicresi etkilesimlerini regiile eden farkli metabolik
yolaklara 6rnek olusturur (49). Klasik olarak aktive olan M1 tipi makrofajlar,
indUklenebilir nitrik oksit (INOS) sentezi gerceklestirir. INOS, sitotoksik nitrik oksit
(NO) iiretir ve dolayistyla hiicreler anti-timaor cevabi olustururlar. Alternatif olarak
aktive edilmis M2 tipi makrofajlarda arjinaz yolagi etkilidir ve tlmor hicresi
biiylimesine katkida bulunan iire ve L-ornitin Uretildigi gésterilmistir (50). Metabolik
yolaklarin dogrudan manipiilasyonu, makrofaj polarizasyonunu degistirebilmektedir.
CARKL, RNAi tarafindan devreden ¢ikarildiginda, makrofajlar M1 benzeri bir
metabolik yol izlemeye egilim gosterirler (metabolizma glikoliz ve oksijenin daha az
tiketimi), oysa CARKL asir1 eksprese edildiginde, makrofajlar M2 tipi benzeri bir
metabolizma (diisiik glikolitik aktivite ve daha fazla oksijen tuketimi) gosterir (51).

Tablo 2.1°de Makrofaj polarizasyonunda yer alan molekiiller gosterilmistir.

Tablo2.1. M1, M2 ve TAM makrofajlarinin polarizasyonunda yer alan molekiiller

(Referans 52'den uyarlanmustir).

M1

-] | --

IFN-y, LPS,
GM-CSF
IL-18, IL-12,
IL-1, TNF
STAT1, STAT2
IRFS
P65
+
Nos2, Ciita, 112

M2

-4t

IL-4, IL-13,
M-CSF, helmint
1
IL-10, IL-12

STAT3, STAT6
IRF4
pPSO
o

Argl, Ym1, 10,

Mcr1, Fizz1

TAM

- | 4 =4

TUmor

IL-10, TGF-B,
CCL2, CCLS
STAT1

1
pPS0O
+
Ccl2, Ccl5, 010,
CD81, H2EDb

-7 Yok Yuksek ekspreyon veya uretim J Dusuk ekspresyon veya uretim
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2.3.4. TAM’larin Kanser Tanisinda Biyobelirte¢ Olarak Kullanilmasi

TAM'lar ile malign tiimorler arasindaki iliskinin  daha net olarak
anlasilmasindan sonra TAM'larin kanser tanisinda ve prognozunda rolii oldugunu
distintilmistir ve TAM’lar potansiyel tedavi hedefleri arasina alinmistir. TAM'lar
yaygin olarak CD163 veya CD206 yuzey belirleyicileri ile tanimlanirlar. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda, CD163" CD14" makrofajlarin malign plevral efiizyon (MPE)
icin potansiyel immin tanisal belirtegler oldugu gosterilmistir (53). Buna ek olarak,
1.8 mg / L'lik bir serum CD163 degerinin, multipl myelomali hastalarin hayatta
kalma analizinde siir deger oldugu gosterilmistir (54). Bu veriler, TAM'larin
ilerlemis hastaligin biyolojik Dbelirtegleri olarak kullanilabilecegi hipotezini
desteklemekte ve TAM'larn tumor hicresi goglinde bir rol oynadigina isaret
etmektedir. Cesitli insan timor dokulart kullanan immiinohistokimyasal
caligmalarda, %80'den fazla TAM sayisinin kotii klinik prognoz ile iliskili oldugu
gosterilmistir. TAM'larin 0zofageal skuamdéz hiicreli karsinomda bagimsiz bir
prognostik faktor oldugu yapilan bir c¢alisma ile gosterilmistir (55). Yuksek
yogunluklu TAM'lar, gastrik kanserin agresif 6zellikleri ile iliskilidir ve mide kanseri
hastalarinda bagimsiz bir prognostik belirte¢ olarak goriinmektedir (56). Makrofaj
fenotipleri (CD68, MAC387 ve CLEVER-1 / Stabilin-1) 06zellikle mesane
kanserlerinde prognoza yonelik bilgi verebilir (57).

2.3.5.TAM’larin immiinoterapide Kullanim

Tiimor dokularindaki monosit birikiminin engellenmesi TAM'larin timor
gevresinden uzaklastirilmasinda bir tedavi stratejisi olusturur. CCL2-CCR2
kemokinlerinin hedeflenmesi, timor mikrogevresinindeki TAM’larin
uzaklastirllmast nedeniyle umut verici olmaktadir. Bir CCL2 bloke edici ajaninin
(Carlumab, CNTO88,) hayvan modellerinde ¢esitli kanserlerin gelisimini inhibe
ettigi gosterilmistir. Metastatikdirencli prostat kanseri hastalarinda Carlumab ile
yapilan faz II ¢aligmasinda, bu antikorun iyi tolere edildigi gosterilmistir Ancak,
metastatik kanser hastalarinda CCL2 / CCR2’yi bloke etmedigi veya tek basina
antitimor aktivite gostermedigi tespit edilmistir. CCR2 antagonisti (PF-04136309),
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fare modeli pankreas kanserinde kemik iligi kaynakli CCR2* monositlerin
mobilizasyonunu bloke edebildigi ve TAM’larin azalmasina neden olarak timor
biiyiimesinin ve uzak metastazin inhibisyonuna neden olabildigi gosterilmistir (58).
CCR2 antagonisti (PF-04136309), Folfiinox kemoterapoétik ilag ile birlikte, bir Faz
1b denemesi sonucunda iyi tiimor yaniti elde edilmis olarak bulunmustur (59). IFN-a
ve IFN-B'nin, farklilagsmay1 ve apoptozu indiikleyerek tiimdr ilerlemesini inhibe ettigi
gosterilmistir(60). IFN tedavileri anti-proliferatiftir ve hiicre dongiisiinde S fazim
artirabilir.Zhang ve arkadaslariin yaptiklari ¢alismada, nude farelerde insan prostat
kanseri hiicrelerini hedeflemek icin IFN-B gen tedavisi yapildi. Adenoviris araciligi
ile verilen IFN-B gen tedavisinin makrofajlar1 aktive ederek timaorin buyumesini
ve metastazini inhibe ettikleri ~ gosterildi (61). Kanser imminoterapisinde
kullanilabilen bir baska sitokin de makrofaj inhibisyon faktordir (MIF). MIF
genellikle solid tlimorlerde daha ¢ok salgilanir timdriin kotii prognozu ile ilskilidir.
MIF, agresif makrofaj fonksiyonunu inhibe eder vebu nedenle makrofajlari M2 tipi
farlililagsmaya indiikler. M2 tipi makrofajlarda timaorin biylmesine ve ilerlemesine
yardim eder (62). Timor mikrogevresindeki M2 tipindeki makrofajlar1 yok etmeye
yonelik lipozomlar ile de caligmalar yapilmistir. YUksek diizeyde IL-1p eksprese
eden tumor hiicreleri daha hizli biiyiir ve in vivo daha fazla anjiyogenezi indiikler.
Kimura ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada,lL-1p eksprese eden timor
hiicrelerine maruz birakilan makrofajlar, anjiyojenik faktorler ve kemokinler,
vaskiler endotelyal blyltme faktéri A(VEG-A) ), IL-8, monosit kemoatraktan
protein’ler  artar. Makrofajlari1  yok etmek igin klodronat  lipozom
kullanildiginda,timor hicrelerinin daha azIL-1p tirettigi gosterilmistir (63). Metionin
enkefalin (MENK) gibi bilesikler in vivo ve in vitro antitimor 6zelliklere sahiptir.
MENK, CD64, MHC-II'yi ve nitrik oksit (M1 isaretleri) tiretimi arttirirken, CD206
ve argininaz-1'in (M2 belirtegleri) regiilasyonunu azaltarak M2 tipindeki makrofajlar
M1 tipi makrofajlara polarize etme 6zelligine sahiptir(64). Yakin zamanda yapilan
caligmalarda, M2 makrofajlarinin potansiyel bir inhibitori olarak bisfosfonatlar
kullanimaya baglanmistir. Bisfosfonatlar, metastatik meme kanseri hastalarinda,
kemik rezorpsiyonu gibi iskeletkomplikasyonlarinin 6nlenmesinde kullanilir(65).
Bifosfonatlar kemiklere baglandiklarinda, kemik matrisi bifosfonatlar1 endositoz ile

alir ve sitoplazmada bifosfonatlar proteinin prenilasyonunu inhibe ederler bu
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durum integrin sinyalizasyonunu ve endozomal gegisi engeller ve hucreyi apoptotik
hale getirmeye zorlar(66). Bisfosfonat kullanan bir baska c¢alisma ise
farelerdeolusturulan meme tiimorlerini hedeflenmesinde  zoledronik asit (ZA)
kullanilmigtir. Spontan metastatik meme tiimorleri gelistiren ve 4 hafta boyunca
haftada bir kez intraven6z olarak ZA uygulanan disi BALB-neuT fareleri ile kontrol
fareleriyle (serum fizyolojik enjeksiyonlari) karsilastirildiginda, ZA ile tedavi edilen
farelerde sagkalimin arttig1 ve tiimor biiyiime hizinin azaldigi gosterilmistir. Kontrol
grubu fareler ile meme tiimorlii fareler karsilastirildiginda, TAM sayisinda da azalma
gozlenmis olup ZA'nin timor alanindaki TAM’larin birikimi, anjiyojenez ve VEGF
salinimini  azalttign1  gostermislerdir(67). Tablo 2.2. Makrofajlar ile Kanser

Immiinoterapi Yaklasimlari gdsterilmistir.

Tablo2.3. Makrofajlar ileKanser Immiinoterapi Yaklagimlarimin Ozeti (Referans

68'den uyarlanmistir)

2.3.6. TAM'larin Aktivasyonun Hedeflenmesi

TAM'lar, gesitli stratejileri kullanarak aktivasyon seviyesinde hedeflenebilir.
CSF1 / CSF1 reseptorii (CSF1R) sinyali, kemik iliginde monosit onciilerinin

tiretilmesinde ve tiimor dokularinda TAM polarizasyonu i¢in kritik 6nem tasir. Bu
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nedenden dolayi, CSF1 / CSFIR sinyali kanser tedavisi i¢in 6nemli bir hedeftir.
CSF1'in genetik kaybi, meme ve ndroendokrin timoér modellerinde metastazin ve
timor progresyonunun gecikmeliolarak azaltilmasina neden olmaktadir (69). miR-
26a ekspresyonu, hepatoseluler karsinomda CSF1 ekspresyonunu azaltir.Bu
sonuclara dayanarak, CSF1/CSF1R inhibitorleri klinikgalismalarda denenmekte (70).
Makrofaj yuzey belirleyicilerinden mannoz reseptér CD206, makrofaja spesifik bir
hedef olarak kullanilabilir(71). Yapilan bir ¢alismada da heat shock protein ve
asparajin endopeptidazinda TAM'larda asir1 ekspresyonu oldugunda etkili bir tedavi
hedefi olabilecegi gosterilmistir (72).

2.3.7.TAM'larin Tiimoére Kars1 Yeniden Programlanmasi

Makrofajlarin en 6nemli Ozelliklerinden birisi de tumor mikrogevresinde
fenotiplerini degistirmelerini saglayan plastisitedir.Bu nedenle, TAM'lar1 antitimér
bir fenotipe yeniden programlanmasi cazip tedavi stratejisi olmaktadir. Yapilan
calismalarda, malign plevral effiizyonu olan solid timorli hastalarda CD163*
TAM'lerin yenidenprogramlanmasipotansiyel tedavi i¢in umut verici oldugu
goOsterilmistir(73). Nanopargaciklar TAM'larin timore karst polarizasyonunda
kullanilmaktadir.Yakin zamanda Zanganehve arkadaslari, Ferumoksitin farelerde
subkutandz adenokarsinomlarin biiylimesini belirgin bir sekilde inhibe ettigini ve
timor biiylimesinin engellenmesine tiimér dokularinda proinflamatuvar M1
makrofajlarda bir artimina yol agtigini gostermislerdir (74). CDA40, sitotoksik
fonksiyonlar1  inhibe etmek i¢in  kullanilabilen = makrofajlarin  ylizey
belirleyicisidir.Rezeke edilemeyen pankreatik kanserde bir CD40 agonisti ile
gemsitabin kombinasyonunun verilmesi timorlerin regresyonuna neden olduklari
gosterilmistir (75). Yapilan baska bir ¢alismada da, TLR agonistleri, anti-CD40 ve
IL-10 monoklonal antikorlar1 ile NF-kB yolag: aktiveedilmis bunun sonucunda da
makrofajlarin timoére karsi M1 tipi fenotip tipinde farklilagmaya donistiikleri
gosterilmistir. Bir maya tlrevi polisakarit olan B-glukanin, TAM'lari M1 fenotipine
farklilastirdig1r gosterilmistir ve kansere karsigiiglii bir immunomodilatér ajandir
(75).
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2.4.Toll Like Reseptorler

Dogal immiinite, mikrobiyal ajanlara kars1 olan hizli ve 6nemli bir savunma
mekanizmasidir.Dogal immiin cevapta,  Toll like reseptorler (Toll benzeri
reseptorler;TLR), mikroorganizmalar1 patojenle iligkili molekiiler paternler
(pathogen associated molecular patterns, PAMPs) ile taniyarak konakg1
savunmasinda onemli rol oynayan proteinler olarak bilinirler (76). Toll-like
reseptorler (TLR), birgok patojene karsi dogal immiin cevabin olusmasini saglayan
bir grup tip 1 transmembran proteinidir. Ayn1 zamanda adaptif immiin cevabin da
aktive olmasim saglayarak konak immiinitesinde ¢ok dnemli role sahiptirler. Immiin
sistem, dogal ve adaptif olarak ayrilan iki kisimda incelenebilen bir savunma
sistemidir. Bu iki sistem birbiriyle ¢ok hassas bir denge igerisinde ve yardimlagma ile
calisarak konagi patojenlere karsi korumaktadir. Dogal immiinite, bir patojenle
karsilasinca ilk cevabi dogumdan itibaren olusturabilen ve konagin kendisine ait olan
ve olmayan antijenik yapiy1 tanima kapasitesine sahip olan savunma sistemidir.
Adaptif immiin sistem, spesifik ve antijenle tekrarlayan karsilagmalarda daha hizli ve
giiclii cevap olusturma gibi istiinliikklere sahiptir. Dogal immiin sistem, hiicreleri;
polimorfonukleer I6kosit, monosit, makrofaj, eozinofil, mast hiicre ve bazofiller,
¢ozinlr faktorler ise sitokinler, akut faz reaktanlar1 ve kompleman sisteminden
olusur (77). Organizmanin infeksiyonlarla miicadelesinde dogal immiin sistem,
adaptif immiiniteyle kiyaslandiginda patojenleri taniyan reseptorler agisindan daha
kisith bir repertuara sahiptir. Adaptif immiin sistemin, antijen tanima kapasitesi ¢ok
genis bir reseptor repertuariyla spesifisiteyi saglarken, dogal immiin sistem
patojenlerde ortak olan bir dizi molekiiler yapiy1 tantyabilmekte ve bdylece konaga
ait olan ve olmayani belirleyerek savunmay1 baglatabilmektedir. Patojenler iizerinde
bu evrimsel olarak korunmus molekiiler yapilara “hastalik etkenleri ile iligkili
molekiiler yapilar (PAMP)” denilmektedir. Dogal immiin sistem hiicreleri tizerinde
bunlar1 taniyan reseptorlere de ‘“Patern Tanima Reseptorleri (PRR)” adi
verilmektedir. Bu reseptorler, endositik, sekrete edilen ve sinyal ileten olmak Uzere
ti¢ gruba ayrilir. Sinyal ileten reseptor grubunu TLR ailesi olusturmaktadir (78).
TLR’ler, mikrobiyal ajanlar tarafindan iiretilen PAMP’lar1 tanirlar. Bir grup PRR
olan ve patojen taninmasinda, inflamatuvar ve immiin sistem cevabinin

baslatilmasinda olduk¢a 6nemli bir role sahip olan TLR, karakteristik olarak
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ekstraselller 16sinden zengin tekrar bolgeleri (LRR) ve intraseltler toll/interlokin
(IL-1) reseptor (TIR) domainden olusur. TLR, PAMP ile baglandiginda,
intrasitoplazmik TIR domaini aracilig1 ile bir dizi sinyal iletim yolagi aktive olur.
Bunun sonucu olarak da antimikrobiyal proteinlere karsi inflamatuvar sitokinler
sentezlenmektedir. Insanda 10 tane TLR fonksiyonel olarak tanimlanmistir. Her bir
TLR’in ligand spesifitesi farklidir (79). TLR’ler hem lenfoid hem de lenfoid olmayan
dokuda eksprese olmaktadir (80). TLR’inbulunugu hiicre tipleri, Tablo-2.3’de TLR

ligandlar1 gosterilmektedir.

2.4.1. TLR’nin Yapisi ve Fonksiyon

TLR, sitoplazmik ve ekstraselliller bolgeden olusan bir transmembran
proteinidir. Sitoplazmik bolgesi, IL-1 reseptoru ile yuksek derecede benzerlik
gosterir ve bu nedenle Toll/IL-1 reseptor (TIR) bolgesi olarak adlandirilir.
Reseptorlerin ekstraselluler boélgesinde her biri 24-29 amino asit iceren, lésinden
zengin tekrar (LRR) motifleri bulunur.Bu LRR bdlgelerinin farkli patojenlerin
taninmasindan sorumlu oldugu diisiiniiliir. insanlarda TLR ailesinin tanimlanmig10
uyesi (TLR1-10) mevcuttur. TLR 1,2,4,5,6,10 tipleri hiicre ylzeyinde, TLR 3,7, 8,9
sitoplazmada 0Ozellikle endozomlarda bulunur. Dogal immiin sistem hiicrelerinde
bulunan TLR’ler “patojenle iliskili molekiiler patternler” ad1 verilen bdlgeleri tasiyan
endojen veya eksojen ligandlar tarafindan uyarilir (Tablo2.3). TLR aktivasyonu

sonucu patojenlere karsi konake¢1 cevabi ve otoimmiin yanit olusur.

2.4.2. TLR’ de Sinyal Tletimi

TLR sinyalizasyonunda, myeloid differensiyasyon faktor 88’e (MyD88)
bagimli ve bagimsiz sinyal yolu olmak tizere 2 yol tanimlanmistir. Bu sinyal
yollarinda baglica dort adaptor molekiil rol oynar: MyD88, TIR bolgesi IFN-beta
indiikleyen adaptor proteini (TRIF), TRIF ile iligkili adaptor molekil (TRAM) ve
TIR iligskili protein (TIRAP). MyD88,TLR3 disindaki tim TLR tiplerinde, TLR
araciligi ile olusan dogal immiin yanitin aktivasyonu i¢in baslica elemandir. Ligandin
baglanmasi ile uyarilan TLR’nin TIR bdlgesi MyD88 ile birlesir. Bu birlesmeyle
uyarilan IL-1R iligkili kinaz 4 (IRAK 4) ve tiimor nekrozis faktor reseptor iliskili
faktor 6 (TRAF 6) araciligiyla Niiklear faktor-kappaB (NFkB),mitojenle iliskili
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protein kinazi (MAPK) aktive eder ve inflamatuar cevaba neden olur. MyD88
bagimsiz sinyal yolu ise baglica TLR 3 ve 4 tarafindan kullanilmaktadir. Bu sinyal
yolunda TLR 3, TRIF iizerinden TRAF ve IRF3’iUTIRAPproinflamatuar sitokinlerin
(TNF-alfa, IL-1lbeta, IL-6, IL-8, IL-10), TRIF ve TRAM ise interferonlarin
yapimindan sorumludur (Sekil2.5) (81).

TLR Sinyali

/ Nucleus

IRFs

.

Inflamatuvar Genlerin Ekspresyonu W
Sitﬂkinler{TNFﬂ,lL-1,IL-B) ekspresvonu
Kemokinler(MCP-1, IL-8)

Endotel Adezyon Molekulu

Es Uyaran Molekller (CD80, CD86) || Tip! IFN’larin Salinmi

-Akut Inflamasyon

-Edinsel immiinitenin Uyariimasi Antiviral Durum

Sekil 2.5. TLR lerin aktivasyonundan sonra gelisen sinyal iletimi sonucunda hiicrede
gelisen inflamatuvar yanitin sematik gosterilmesi(Referans 81'dan uyarlanmustir).



Tablo 2.4. TLR ligandlar1 (PAMP’lar) ve ligandlarin kokenleri(Referans 82'den

uyarlanmigtir)

Toll-Like Reseptdrler ve Ligandlar
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Resept dr

Ligand (P.AMPs)

Ligandin Kékeni

TLR1

Triagil | lipopeptidier
Soluble faktarler

Bakteri ve Mucobacteria

TLRZ

Heat Shock protein 70
Feptidoalyean
Lipoprotein/lipnopentides
HCV core protein

Konak

Gram-positif bakteri
Hepatitis € Virus

Cift sarmal RHNA

Viruler

T | hard
Envelope protein

Taxol

Gram-negatif balteri

Mouse mammary-tumor virus

Flagellin

Balderi

N TaEAn
Lineteichais acid
pelsicbels oc

Fungi
Gram-positive bacteria

Mycoplazma

Tek zarmal RHNA (sSRMA)
Imidazoauinoli

Virusler
Sentetik bilesilder

Tek sarmal RN (ssRHA)

Virusler
Sentetik bilesiler

£pG-containing DNA

Bacteri, Malaria ond Viruzler

Tammlonmad

Tammlonmad

Profilin-like molecule

Toomplazma gendii

I

2.4.3.TLR ve Kanser

Kanserde; sitokin, kemokin, buyime faktorleri ve toll like reseptor
ligandlarinin fonksiyonlar1 6nemli rol oynar. Bu faktorler, tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu ve apoptozisini diizenleyen &nemli proteinler olup kanser
progresyonununu artirirlar . TLR’ler tiimor hiicrelerinde metastaz ve kemorezistans
gelisiminde anahtar regiilator olarak gorev alirlar. TLR’ler hiicre yiizeyinde “sensor*
olarak bulunurlar ve TLR ligandlarina baglanmasiyla hiicrede sinyal iletim yolaklar1
aktif hale gelerek tumér hicrelerinin proliferasyonu, apoptozisin inhibisyonu ve
kemoterapotik ilaglara karst direng gelisimine neden olurlar (83). Son yillarda
yapilan ¢alismalar, meme kanseri, glioma, gastrointestinal sistem ve larinks kanser

hiicrelerindeki TLR’lerin tiimoriin immiin sistem denetiminden kagarak, invazyon ve
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metastazdaki Onemini gostermistir. Fare metastatik meme kanser modelinde,
lipopolisakkarit (LPS) ile indiklenen timor hicrelerinde anjiogenez, damar
gecirgenliginde artim sonucu tiimor hiicre invazyonunda artim bulunmustur (84).
Tumoér hucrelerinin - progresyonunda, beta 1 integrinin ektraselliler matriks
proteinlerine adezyonu ile direkt iliskili oldugu gosterilmistir (85). TLR4’lerin
blokaj1 ile de tiimor biiyiimesinde gerileme oldugu gosterilmistir. TLR’lerin timdr
hiicrelerindeki varligi timor gelisimi iizerine fayda saglasa da, uygun adjuvanlar
kullanilarak tiimor antijenlerine karsi immiin cevabin arttirilmasi sonucunda etkin
antikor iiretimi ve NK hiicre fonksiyonlar1 artmaktadir. Oyle ki dendritik hiicreler
(DC) uzerinde bulunan TLR3, ¢ift sarmal RNA (dsRNA) ile aktive olur ve bunun
sonucunda DC’ler tip I IFN salgilayarak, NK hiicre sitotoksisitesini arttirlar sonugta
timor hicreleri apoptozise gider. Yine benzer sekilde B hiicreli lenfoma hiicreleri
TLRO tasirlar. TLR9 CpG ODN ile taniyarak lenfoma tedavisinde kuvvetli bir
adjuvan tedavi olarak etki gosterir. “Imiquimod” bir TLR 7 agonisti olup bazal
hiicreli karsinom’un tedavisinde kullanilmasi onaylanan bir ajandir (86). TLR7
agonistlerinin de KLL’de faz I caligmalarda kullanim1 da iyi sonuclar vermistir.
KLL’de yiiksek oranda TLR7 ve TLR9Y ekspresyonu bulunur (Tablo2.3). Bunlarin
agonistleri ile TLR7 ve 9’un uyarilmasi sonucunda NK ve sitotoksik T hiicre
aktivitesi artar ve sonugta KLL hiicreleri apoptozise giderek ortadan kaldirilir.
TLR agonistleri, ayni zamanda tiimor mikrogevresini degistirerek anjiogenezi
inhibe eder. TLR7, 8 ve 9’un aktivasyonu tip I IFN sentezi artimi ile antijen
sunumu kuvvetlenir. Bunun sonucunda da sitotoksik T hcrelerinin aktivasyonu ile
Thl cevabmin artimi yoniinde etkin immiin cevap gelisir (87). Kronik inflamatuar
hastaliklarin TLR sinyal yoluyla kanser gelisiminde katkis1 oldugu gosterilmistir
(88). Yapilan caligmalarda farkli tiimor hiicre tiplerinde TLR ekspresyonunun artmig
oldugu rapor edilmistir. Knockout farelerle yapilan inflamasyonla iliskili kanser
modellerinde, TLR veya TLR adaptor molekiilleri eksikliginde tiimor sayisinin,
biiyiikliigiiniin ve displazinin azaldig1 gdzlenmistir. .Inflamatuar hiicrelerden salinan
cesitli endojen TLR ligandlari, prekanser6z hicrelerdeki TLR sinyal yolunu aktive
ederek sitokinlerin, bliyime faktorlerinin, anjiogenik faktorlerin ve ekstraselltler
matriksi yikan proteazlarin agiga ¢ikmasini saglar (89). Boylece kanser gelisimini ve

kanserin ilerlemesini destekleyen mikro g¢evresel sartlart olusturur. Hem onkogen
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hem de timor supresoOrlerini  posttranskripsiyonel duzeyde regile eden
mikroRNA’lar ile TLR arasindaki iliski de kanser olusumunda onemlidir. Cesitli
kanser tiirlerinde ekspresyonu artan mikroRNA’larin TLR 2, 3, 4 ve 9 ile iliskili
oldugu gosterilmistir .TLR’nin NF-kB’1 uyarmasi sonucu antiapoptotik protein
diizeylerinde artma, proapoptotik protein diizeylerinde azalma belirlenmistir (90). Bu
etki sonucunda olusan kanser hiicrelerinin artan yasam siireleri, kemoterapi
tedavisine rezistansin gelismesine ve tiimoriin ilerlemesine katkida bulunur. Sekil
2.6’da TLR’ler ve immiin sistem ile iliskisi sematik olarak gosterilmistir.Sekil
2.2.TLR’ler ve Timor ekstraselliler matriks(ECM) iligkisisematik olarak

gosterilmistir

Aktive APC

cDS6 MK Hucresi

TLR O tdonosit
/ MHC sinif 11 o

—

> Q “K,‘:: T-Hiicresi

CcDs0

Sitotoksik T Hlacresi

TLR-3 &oonist

Tuamor Hucresi MNekrotik /& nontotik TUmor Hlacresi

Sekil 2.6. TLR’ler ve immiin sistem iliskisi( Referans 91'den uyarlanmistir).
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Sekil 2.7. TLR’ler ve Tiimor ekstraselliiler matriks(ECM) iliskisi. Tiimdr hiicreleri
ECM’e tutunurlar, timor hiicrelerinde TLR ekspresyonunun olmasi ve B-71 ve B-72
kostimulatorler ~ varliginda, tiimoriin  proliferasyonunu  ve  invazyonunu
arttirir(Referans 91'den uyarlanmistir)

TLR'ler birden fazla sitokin Gretimini indikleyerek ve immin sistem
hucrelerininaktivasyonunu saglarlar (92). IL-2 ve IFN-y gibi diger sitokinler,
konakgidaki tlimor spesifik sitotoksik T lenfositinin (CTL) tiimor hiicrelerini tanima
ve oldiirme kapasitesini arttirirlar. TLR aktivasyonu ile antijen sunan hiicrelerde
MHCII, CD88 ve CCR7'nin ekspresyonu artar. Artan ekspresyon timor antijeninin
taninmasini ve sunumunuarttirir. Ayrica, CD8" CTL'ler izerinde etki gdsteren TLR1
/ 2, timor hicrelerinin yok edilmesinde énemli bir rol oynayan CD8* T hiicreleri
tarafindan granzim B ve perforinin salinimi igin IFN-y, TNF-a ve IL-2 salinimini
arttirr(93).  TLR'lerin  tiimorlerde  yiiksek ekspresyonu ¢ogu zaman immiin
baskilanmaya neden olur vetiimoérlerin invazyonunu arttirir. Calismalarda, TLR

sinyal yolunun aktivasyonunun, IL-10 ve TGF-f'nin artmis salimimina neden
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olabilecegini gostermistir (94). Buna ek olarak, TLR'lerin aktivasyonu, PD-L1 ve
HLA-G ekspresyonunu arttirir. Farelerde olusturulan kolon kanserinde, TLR4,
programlanmis 6liim ligand1 1 (PD-L1 / B7-H1), (B7-H2) ‘nin regiilasyonu arttirarak

timor hucrelerinin hayatta kalma slresini uzattigi gosterilmistir (95).

2.4.4.TLR Agonistleri

TLR3, cesitli kanserlerdeki tiimor hiicrelerinin Oliimiinii arti§1 yapilan
calismalar ile gosterilmistir. Paone ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, TLR3
agonisti poli I: C'nin,protein kinazlar1 aktive etmesi sonucunda prostat kanseri
hicrelerinin proliferasyonu inhibe ederek apoptozisi arttigi gosterilmistir Poli I: C ve
5-fluorourasil (5-FU) veya IFN-oa'nin etkili bir kombinasyonuinsan kolon kanser
hiicrelerinde apoptozisi arttirdigr gosterilmistir. Melanomhastalarinda ~ TLR3
ekspresyonunun artmasi, proliferasyonu inhibe edebilir ve tip I IFN'nin 6n tedavisi
ile timor hicrelerinin 6lUmana indukleyebilmektedir (96). Bas-boyun kanserlerinde,
flagellin ile aktif hale gelen TLR5’ de tiimorhiicre gogalmasini azaltir ve timor
hlcresinin apoptozisisine neden olur. Ayrica, meme kanserinde de, TLR5’in
aktivasyonu sonucunda siklin B1, siklin D1 ve siklin E2’nin regilasyonunu
azaltarak tiimor hiicrelerinin gogalmasinin inhibe oldugu gosterilmistir (97). Glioma
timorlerinde de, CpG oligodeoksinukleotitler (CpG ODN) 107 ve radyoterapi
sonrasindaTLRY sinyal yolagi, hiicre dongiistinii durdurmakta veNF-«kB yolaklarin
aktive ederek tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir (98). TLR9
agonistlerinin, noroblastomda da tumor hucrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
ve  kaspaz bagimli apoptozisi arttigi gosterilmistir (99). Endojen matriks
proteoglikan versikan ve 1s1 sok proteinleri (HSP'ler) TLR2 / 6, TLR2 ve TLR4
tarafindan taninmaktadir.Bu ligandlar arasinda, TLR2 / 4 agonist Bacillus Calmette-
Guérin (BCG), TLR4 agonist monofosforil lipid A (MPL) ve TLR7 agonist
imiquimod, kanser tedavisinde kullanimi i¢inonay alinan TLR agonistleridir (100).

Tablo 2.4.de onay alinip kullanilan TLR agonistleri gosterilmektedir.
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Tablo2.5. Cesitli Kanserlerde Kullanilan TLR Agonistleri (101).

Bacillus Calmette-Guérin (BCG) TLR2/4

monophosphoryl lipid A(MPL) TLR4
Imiquimod TLR7
Flagellin-derived CBLB502 (Entolimod) TLR5
852A TLR7

CpG ODN TLR9

poly(L:C)/ poly-ICLC TLR3

2.5.Prostat Kanseri

Prostat kanseri, erkeklerde kanser ile iligkili 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada yer alan bir kanser tipidir.Prostat kanseri, kanser htcrelerinin fenotipik ve
fonksiyonel olarak farkli alt popiilasyonlarindan olusan heterojen bir malignitedir
(102). Prostat, prostatik kanallarin ii¢ hiicre tipiyle kaplandigi bir ekzokrin bezdir:
sekresyon luminal hiicreleri, bazal hicreler ve nadir néroendokrin hucreler (103).
PCanin hem bazal hem de Iluminal hiicre kaynakli olup luminal
hlcrelerintimorigenezise daha duyarli oldugu bilinmektedir (104). Prostat kanseri
tedavisinde, kemoterapi ve radyoterapi kullanilan tedavilerdir. Ancak prostat
kanserli hastalarda niiks ve metastaz siklikla gelismektedir. Bu nedenle, prostat
kanserinin tedavisinde yeni tedavi arayislari iginde immiinoterapi bir segenek olarak
umut vaad etmektedir. Immiin sistemi modile etmeye yonelik potansiyel bir
yaklasim, dogal bagisiklik sisteminin reseptorleri olan patern tanima reseptorlerinden
(PRR) TLR agonistlerinin tiimore kars1 etkili oldugu yapilan ¢alismalar ile potansiyel

bir tedavi yaklagiminin olabilecegini gostermistir (105).
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Immiin sistemin, timor ilerlemesi ve hasta progresyonunda bircok 6nemli rolleri
bulunur (106). Ornegin, makrofajlarin ve lenfositlerin farkl alt gruplar1 benzersiz ve
bazen zit etkileresahiptir.Bir yandan, akut enflamasyon cevabi, T-yardimci 1 (Thl)
ve sitotoksik Tlenfositlerin (CTL'lerin) alimini ve aktivasyonunu dlzenleyen,
proinflamatuarsitokinlerin(érnegin. IL1p, IL6, 1L12,ve TNF) ve kemokinler(érnegin.
CCL5, CCL7,CXCL9, CXCL10 ve CXCL16)antijen sunumu ve salgilanmasinda
onemli islevleri olan MIlmakrofajlarin aktivasyonu neden olur (107). Akut
inflamatuar yanit, timoér oldiriiciiaktiviteye sahiptir ve konak¢r savunmasinin
merkezi bir par¢asini olusturur. Diger Yyandan, akut inflamatuar bir reaksiyon
cozllmezse, kronik hale gelebilir.Kronik inflamasyon bagisiklik sistemini
baskilayarak tiimor gelisimine zemin hazirlar.Kronik inflamasyon, M2tipinde
makrofaj farklilasmasina, yara iyilesmesi, fagositoz ve immiin baskilayic
sitokinlerin salgilanmasi(TGF- and IL10) ve kemokinler CCL17, CCL22 ve
CCL24)ile baskilayici etkisini gostererek de CTL'lerin aktivitesini inhibe eden Th2
ve Treg hiicrelerinin artimina neden olur (108). Makrofajlar, ¢evredeki uyaranlara
cabuk tepki veren ve bir¢ok farklisekil ve islevleri yapabilen plastitisitesi olan
hicrelerdir(109). Kanserde makrofajfarklilasmas1  timorin mikrogevresindeki
faktorler tarafindan kontrol edilir, bunlarin bazilaritimér Thiicreleri tarafindan
salgilanir(110). Prostat timdr hicrelerinin mikrogevresinde M2 tipi makrofajlarin
infiltrasyonu olusur ve M2 makrofaj infiltrasyonu, ileri evreli prostat tumérlerinde
metastazinsidansinin artmasi ve hasta prognozunun koétiilesmesi ile iliskilidir (111).
Prostat tiimorlerininden salinan faktorler, M2 tipi makrofajlardan gelisen TAM’lara
donlisimii  kolaylastirdigi  bulunmustur.Yapilan calismalar, tiimoérle iligkili
makrofajlarin (TAM'lar), CCL2-CCR2 ekseninin aktivasyonu ile prostat kanseri
metastazint arttirdigini gostermistir (112). CCR4'Un yuksek affiniteli ligandlar1 olan
CCL17 ve CCL22,TAM'lar tarafindan salgilanir ve immiinbaskilayic1 fonksiyonunu
gorur(Sekil 2.3). TAM’lardan salinan kemokinlerin tiimor gelisimi {izerine olan

etkisi gosterilmistir(113).
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Sekil 2.8. CCL2-CCR2 ve CCL22-CCR4 kemokinlerinin TAM'lar ve prostat kanseri
hiicreleri arasindaki etkilesimlerin sematik gosterimi.(Referans 114'den
uyarlanmigtir).

2.5.1.Prostat Kanserinde TLR Ekspresyonu

TLR, c¢ogunlukla dendritik hiicreler, makrofajlar ve dogal Oldirictu (NK)
hiicreleri gibi dogal immiin hicrelerde eksprese olur.Bu hucrelerdeki TLR'lerin
aktivasyonu, dogal imminitenin aktivasyonuna yol acar ve pro-inflamatuar
sitokinler, kemokinler ve bunun yan1 siraadezyon molekdllerini iretimini saglar ve
adaptifimmiinitenin aktivasyonunu kolaylastirir (115). TLR'ler timor hiicrelerinde de
eksprese edilmektedir. Tumor hicrelerindeTLR aktivasyonutimor ilerlemesinin
etkisinde "¢ift tarafli keskin kilig" gibi rol oynayabilir.Cogu durumda, prostat
kanserinde TLR sinyalizasyonunu aktive edecek belirli bir patojeni bulmak
zordur.Endojen bir TLR ligandi, hasarli ve / veya nekrotik dokulardan salinan

DAMP'ler,6nemli bir rol oynayabilmektedir. TUmor hicrelerinde, endojen TLR
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ligand olarak HMGB1, TLR2 ve TLR4'U aktive edebilir ve versican, bir TLR2
agonisti olarak davranabilir (116). Peroxiredoxinl (Prx1), prostat kanseri gelisiminde
TLR4'lUn agonisti gibi gorinmektedir(117). TLR3'Un prostat kanseri hicrelerinde
eksprese edildigi gosterilmistir(118). TLR3 mRNA, (¢ prostat kanseri hicresi
dizisinde LNCaP, PC3 ve DU-145 bulunur. TLR3 mRNA seviyesi, prostat kanseri
hiicrelerinde, poli (I: C) ile uyarilarak, prostat kanserinde TLR3'in isglevsel bir roli
oldugunu gostermistir .TLR3, LNCaP veDU-145 hiicrelerinde benzer duzeylerde
bulunur, PC3 hiicrelerinde biraz daha diistik ekspresyonu vardir (119). Poli (I: C) ile
stimulasyon,prostat timaori buylimesini in vivo olarak inhibe eder bu etkiyi de tip bir
IFN'ye bagli T hiicre ve NK hiicrelerinin artmis infiltrasyonu nedeniyle
gerceklestirmektedir (120). Prostat kanserli hastalarda yapilan caligmada, 112
prostat kanserihastanin 85'indeTLR3'Uin pozitif ekspresyonu bulunmus olup yiiksek
TLR3 ekspresyon seviyesi, prostat kanseri niiksii ile iligkili oldugunu gosterilmistir
(121). Paone ve arkadaslari da yaptiklar1i calismada, TLR3 prostat kanseri
hlcrelerinde anjiyojenez ve apoptoz sirecinihipoksi ile indiklenebilir faktor I(HIF-
la) ve PKC'ye bagli Mekanizma araciligi ileduzenleyebilecegini géstermislerdir.
TLR5, LNCap ve DU-145'te eksprese olur, NK hiicreleri ve sitotoksik CD8
hicrelerinden kemokinlerin tretimini tetikleyerek timor hicrelerinin inhibisyonuna
neden olmaktadir (122). Prostat kanserinde TLR4 ekspresyonu da kuvvetli olarak
bulunmaktadir. TLR4, DU-145, PC3 ve normal prostat stroma ve epitelinde eksprese
edilmektedir (123). Yapilan ¢alismalarda, prostat kanseri de dahil olmak iizere gesitli
timor hicrelerinde islevsel olarak TLR9'u bulunmaktadir(124). Joanna ve
arkadaglari, TLR9'un LnCaP, C4-2B, Du-145,PC3 insan prostat kanseri hiicre
cizgileri ve prostat kanseri klinik érneklerinde immunhistokimya ve western blot ile
gostermiglerdir (125). DC'ler, makrofajlar ve B hiicreleri gibi antijen sunan
hicrelerdeki TLR'lerin aktivasyonu, Thl ve CTL yanitlarina veya Th2 veTreg
yanitlarina yol agabilmektedir. Prostat kanseri hiicrelerinde TLR2, 4, ve 9'un aktive
edilmesi promotor olarak gorev yaptigi halde TLR3, 4, 5 ve 7'nin aktivasyonu prostat

kanseri inhibe edebilecegi gosterilmistir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.4. Prostat Kanserinde TLR Dagilimi (Referans 126'den uyarlanmistir).

2.5.2. Prostat Kanserinde TLR Sinyal Iletimi

TLR sinyal aktivasyon yolaginda, TLR ligasyonu ile MyD88, TRIF, Mal ve
TRAM gibi proteinler, TIR domaini ile etkilesim gostererek sinyal iletimini
gergeklestirir. TLR3 disindaki TLR’ler, MyD88'e bagl bir sinyal aktivasyon yolunu
kullanir. MyD88, tiimor nekroz faktorii reseptor iliskili faktor (TRAF6) ileetkilesen
IL-1 reseptor iligkili kinazi (IRAK) aktive eder ve MAPK ve NF-kB sinyalinin
aktivasyonunu saglar. TLR3 ve TLR4, MyD88'den bagimsiz sinyal yolunu
etkinlestirir. TRIF uyarilmas: ile aktivasyon baslar ve NF-kB ve tip | IFN'nin
sinyalizasyonun aktivasyonuna yol acar. TLR3 prostat kanseri hicrelerinde aktive
olabilse de, molekiiler sinyal yolagi tam olarak aydinlatilamamustir.insan prostat
kanseri hiicrelerinde yapilan yeni bir aragtirma, TLR3 sinyal aktivasyonunun,
kismen PI3K / Akt yolaginin inaktivasyonu yoluyla kismen LNCaP hiicrelerinin
apoptozis ve biiylimesini durdurdugunu ortaya koymaktadir. SiklinDI, c-Myc, p53ve
NOXA'lar, poli (I: C) ile tedavi edilenLNCaP hiicrelerde 6nemli rol oynamaktadir
(127). Diger ¢alismalarda ise HIF-la, poli (I: C) ile tedavi edilen prostat kanseri
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hiicrelerinde PKC'ye bagl bir mekanizma yoluyla apoptozis kolaylasir. Poli (I: C) ile
TLR3 aktivasyonu, JNK ve p38'i PKC-a araciligiyla aktive eder ve apoptozisi bir
kaspaz-8'e araciligi ile tetikler (128). LNCap hucrelerinde poli (I: C) tedavisi, Kitlesel
NK hiicresi ve CD8T hiicre kemotaksisiniindikleyen CCL3, CCL4, CCL5, CCLS,
CXCL9 ve CXCL10 kemokinlerini arttirmaktadir. TLR5 agonist flagellin, LNCaP
ve DU145 hucrelerinde NF-kB sinyal yolagini aktive ederek pro-inflamatuvar
sitokinlerindiretimine yol acar (129). DU145 hucrelerinde TLR4'in LPS tarafindan
stimile edilmesi, MyD88'e bagimli yolaktan IL-6 ve IL-1B gibi proinflamatuvar
sitokinlerin Uretilmesine neden olan NF-kB sinyal yolagini aktive eder (130). Buna
ek olarak, TLR4 aktivasyonu PC3 hiicrelerinde VEGF ve TGF B1 ekspresyonunu
arttirir, bu da tlimor gelisimini arttirir. TLR agonistleri veya antagonistleri ile prostat
kanserine  karst  immiinoterapi  uygulamalarin1  giindeme  getirmistir.
TLR'lerintedavide kullanilan ¢ ilag Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan kanser hastalarinda kullanilmaktadir. Bu ilaglar, basel calmette-guérin
(BCG), monofosforil lipid A (MPL) veimiquimod’den olusmaktadir (131). BCG,
zayiflatilmis bir Mycobacterium bovis soyundan hazirlanan ve TLR2 / 4'U aktive
eden bir ajandir. BCG, tiiberkiilozun 6nlenmesinde, ayn1 zamanda in situ mesane
kanserinin tedavisinde bir asi olarak kullanilir. LPS'den gucli bir TLR4 agonisti
olarak turetilen monofosforil lipid A, kansere neden olan insan papilloma virlsune
(HPV) kars1 kullanilan Cervarix'in aktif bir bilesenidir (132). TLR'leri hedefleyen en
basarili ilaglardan biri olan imiquimod de, TLR7 eksprese eden bazal hicre
karsinomu ve bowen hastalig1 gibi deri kanseritedavisinde yaygin olarak kullanilan
sentetik bir imidazokinolinidir (133). Imiquimod, IFNa IL-6 ve TNFa gibi
proinflamatuar sitokinleri indtkler (134). TLR7 / 8'in aktivasyonu Thl yanitin1 ve
IFNy'ya bagl timore karsi aktivitesini arttirir (135). TLR3 aktivasyonu, insan
prostat kanseri hucrelerinin apoptozisini dogrudan tetikler. Bu nedenle TLR3
agonistlerinin tlimore karsi terapdtik ajanlar olarak gelistirilmesi potansiyeline
sahiptir. Nitekim, poli (I: C) (bir TLR3 agonisti) olusan Ampligen'in, erken klinik
caligmalarda gesitli timor biiyiimelerini inhibe ettigi gosterilmistir. (Polyl (I: C) 'nin
0zel bir formilasyonu olan Hiltonolun, giivenligi ve etkililigi degerlendirildigi Faz /
IT klinik arastirmasinda kullanilmaktadir (136). Prostat kanseri tedavisinde BCG
asist  kullanan faz 2 klinik ¢alismasi (NCT00514072) da devam



30

etmektedir.Imiquimod 'in i¢inde bulundugu ¢oklu-peptit, ¢ift-adjuvan bir telomeraz
asis1 da (GX301) prostat kanseri hastalarinda daha az toksik ve yiiksek seviyede
imminojenik oldugu gosterilmistir; ancak klinik etkinligini belirlemek i¢in
yapilacak ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (137). Yapilan ¢alisma sonuglarina gore,
TLR genlerindeki polimorfizm, genis bir enfeksiy6z ve inflamatuar hastaliklarin
duyarliligina baghdir.Artan kanitlar, kronik intra-prostatik inflamasyonun prostat
kanseri progresyonuna katkida bulundugunu goéstermistir (138). TLR4'teki tek
niikleotid polimorfizmlerin (SNP'ler), birgok¢alismada prostat kanseri riski ile iliskili
oldugu bildirilmistir (139). TLR gen kimesindeki sekans varyantlarinin (TLR6-
TLR1-TLR10) ayrica prostat kanseririski ile iliskili oldugu da yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir. Periferik kan mononukleer hiicrelerinin (PBMC) VTX-2337 ile in vitro
tedavisi NK hiicrelerini aktive eder, trastuzumab, rituksimab ve setuksimab aracili
ADCC'yi guclendirir ve timorun o6ldurmeyi NKG2D gibi diger tanima yollart
yoluyla arttirir (140). NK hticre fonksiyonunun, TLR8 agonistleri tarafindan
modiilasyonu, klinik olarakonaylanmis monoklonal antikorlarin terapdtik etkinligini
arttirmaktadir. NK hiicreleri tarafindan artmis ADCC, kisa siirede daha gugli bir
timore kars1 yanita yol agabilir ve bu durumda timore yoneltilen adaptif immun

yanitlarin uzun sureli ve dayanikli klinik yanit potansiyelini olusturur (141).
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Bu calisma, Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisiic Temel Onkoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarinda 15 Subat 2018 - 15 Ocak 2019 tarihleri arasinda

yapilmustir.

Caliymada Kullanilan Hiicre Dizileri

PC3 Hucre Dizisi (Prostat Adenokarsinom Hiicreleri, ATCC; USA)

THP-1 (Akut Monositik Losemi Hucreleri, ATCC; USA)

Hicre Kultirinde Kullanilan Reaktifler

Fetal Bovine Serum (FBS, Biochrom, Deutschland)
L-Glutamine (Biochrom, Deutschland)
Penicillin-Streptomycin (Biochrom, Deutschland)

RPMI-1640 (Sigma, R-0883)

Phorbol Myristate Acetate (PMA P 8139 Sigma-Aldrich, USA)
Etoposid (Sigma E 1383)

Akim Sitometride Kullanilan Monoklonal Antikorlar

CD68 PE (Katalog no:333806, Clone Y1/82A BiolLegend)
CD11bPE (Katalog n0:101208, Clone M1/70 BioLegend)
CD206 FITC (Katalog no:321106, Clone 15-2 BioLegend)
HLA-DR PE (Katalog no:307606, Clone L243 BioLegend)
CXCR2PE (Katalogno:320706,Clone5P8/CXCR2BiolLegend)
CXCR7 FITC (Katalog no:331104,Clone 8F1-M1b BioLegend)

izotipik Kontroller

MslgG1 FITC (BioLegend)
MslgG1PE (BioLegend)
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Fagositoz Kiti

Cayman Chemical Phagocytosis Assay Kit(IgGFITC)
(Catalog n0:500290, USA)

Hiicre Dongiisii Analizinde Kullanilan Reaktifler
Propidium lodide (Sigma, P-4170)

RNase (Sigma, R-4875)

Phosphate Buffer Solution (Sigma)

TLR Ligandlan

TLR4 agonist- (Gram negatif E.Coli LPS, InvivoGen,USA),
TLR8 agonist- (SSRNA40, InvivoGen,USA)

ELISA
Multi-Analyte ELISArray ELISA Kit (Qiagen,www.Qiagen.com)

Apoptozis
Annexin V Apoptosis Detection Kit ( Katolog no: 556547BD Pharmingen, USA)

3.1.Hicre Kulturi

Caligmada, Temel Onkoloji Anabilim Dali Kriyobiyoloji laboratuvarinda
bulunan hiicre dizisi koleksiyonundan prostat adenokarsinom evre IV kanser hiicre
dizisi olan PC3 hiicreleri ile THP-1 monositik hiicre dizileri kullanildi. PC3ve THP-1
hicreleri adherent olarak biyuyen hucrelerdir. Hicreler %10 FBS, %1 Penisillin-
Streptomisin ve %1 L-Glutamin iceren RPMI1640 medyumu iginde %5 CO2 ve 37°C
etiivde kiiltir ortaminda ¢ogaltildi. PC3 ve THP-1 hicreleri adherent hiicre
Ozelliginde olmalar1 nedeniyle tripsin EDTA ile hicre kiiltiir flaskindan sokiiliip

tliplere alinarak deneyler yapildi.
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3.2. TLR Agonistleri ile Hticrelerin Aktivasyonu

PC3 hiicreleri, 100 ng/ml TLR 4 agonisti Gram-negatif lipopolysaccharide
(LPS) ve 100 ng/ml TLR8 agonisti ssRNA40/LyoVec ile 48 saat sure ile inkibe
edildi. Ayrica kontrol olarak da hucreler TLR agonist olmadan da inkibe edildi.
THP-1 hiicrelerinin farklilasmasin1  kontrol etmek icin de hiicreler, 200nM
Phorbolmyristate asetat (PMA) ile uyarilarak monosit farklilagsmasi1 degerlendirildi.
Inkiibasyon 6ncesinde hiicreler serumsuz medyumda bekletildi. TLR agonistleri ile
inkiibe edilen PC3 hucrelerinin siipernatanlar1 toplanmadan 6nce hicrelerin besiyeri
uzaklastirildi, hiicreler 5 kez serumsuz besiyeri ile yikandi ve hicreler serum
starvasyonuna alindi. Toplanan siipernatanlar santrifiij araciligiyla klarifiye edildi.
Sipernatanlar, daha 6nceden 6 kuyulu plaklara ekilen THP-1 hcreleri Uzerine ilave
edilerek 48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicre deneyleri

yapildi. Hiicre kiiltiir siipernatanlari da toplanarak sitokin salinimi 6l¢timiine kadar -

80°C’de saklandi.

3.3.THP-1 Hiicrelerinin Morfolojik Incelenmesi

THP-1 hcrelerinin PC3 hicre supernatanlart ile 48 saatlik inkiibasyon
sonucunda, TLR agonistine maruz biraklimis PC3 hiicre siipernatanlarinin THP-1

hlcrelerinin morfolojileri iizerine olan etkileri 151k mikroskobunda incelendi.

3.4.THP-1 Hducrelerinin Makrofaj Polarizasyonunun Akim Sitometri

Yontemiyle Belirlenmesi

TLR agonistleri ile aktive edilen PC3 prostat kanser hicrelerinin
stipernatanlar1 ile THP-1 monositlerin inklbasyonu sonucunda, makrofaj
polarizasyonunu belirlemek icin CD11b, CD68, CXCR7, HLA-DR, CD206, CXCR2
ve HLA-DR yuzey markerlar1 i¢in boyama, spesifik monoklonal antikorlar ile

gerceklestirildei ve akim sitometri cihazinda 10.000 hiicre sayilarak degerlendirildi.

3.5.Sitokin Salinimin Degerlendirilmesi

TLR agonistleri ile aktive edilen prostat kanser hiicrelerinin siipernatanlari ile

THP-1 monositlerinin inkiibasyonu sonucunda makrofajlardan salinan sitokinlerin
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degerlendirilmesi i¢in THP-1 hucrelerinden siipernatanlar toplandi (hucrelerin
yikanmasi ve serum starvasyonu sonrasinda) ve TNFa, IL1b, IL6, IL12, IL17A, ILS,
MCP-1, RANTES, MIP-1a, MIP-1b, MDC, Eotaxin Multiarray ELISA yontemiyle
degerlendirildi.

3.6.Makrofajlarda Fagositoz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

TLR agonistleri ile aktive edilen prostat kanseri hiicrelerinin siipernatanlari
ile THP-1 monositlerin inkibasyonu sonucunda, hticrelerin fagositoz kapasitesi
Fagotest kiti kullanilarak degerlendirildi. Oncelikle, TLR agonistleri ile aktive edilen
PC3 prostat kanseri hiicrelerinin siipernatanlar1 ile THP-1 monositlerin inkiibasyonu
sonucunda, 2x10° /ml monosit/makrofaj hiicresi tiiplere konuldu. Her bir kosuldaki
hicreler Gzerine medyum iginde final dilisyonu 1:100 olacak oranda lateks beads
rabbit 1gG-FITC kompleks ilave edildi. Daha sonra hiicreler, 37°C’de 24 saat siire ile
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler santrifiij edildi, siipernatan atild1
ve hiicreler Gzerine 500ul assay buffer eklenerek akim sitometri cihazinda analiz
edildi.

3.7. Hucre Proliferasyonu ve Hiicre Dongiisiiniin Degerlendirilmesi

TLR agonistleri ile aktive edilen prostat kanseri hiicre siipernatanlari ile THP-
1 monositlerin inkiibasyonu sonucunda, TLR ligand varliginda ve yoklugunda
prostat kanseri hucrelerinin makrofajlarin hiicre proliferasyonu sentez fazi ve hiicre
dongiisiine olan etkileri akim sitometri yontemiyle degerlendirildi. Monositler /
makrofajlar inkiibasyon sonrasi 6 kuyulu plaklardan sokiildii. Daha sonra santrifuj
edildi, sonrasinda %95’lik etil alkol iginde fikse edildi ve bir gece +4°C’da
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler PBS ile yikandi ve hiicrelerin
Uzerine daha sonra 70 pl RNase ilave edildi. Sonrasinda da 70 pl propidium iodide
boyasit ilave edildi. 30 dakika oda 1sinda  karanlikta inkiibasyona birakilds,
inkiibasyondan sonra hiicreler akim sitometri cihazinda 10.000 hiicre sayilarak
degerlendirildi. Sonuglar, iki degiskenli histogramlarda hiicre sayis1 ve hiicrelerin
floresan yogunlugunu 6lgen histogramlardan Mcycle yazilim programi kullanilarak

hicrelerin, hiicre dongiisii fazlar1 ve oranlarinin degerlendirilmesi yapildi.
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3.8. Transwell Deneyi ile Erken Apoptozisin Degerlendirilmesi

Makrofajlardan salinan sitokinler ve etoposid’in PC3 prostat kanser
hiicrelerinde apoptozise olan etkilerini arastirmak i¢in, 3 kosulda makrofajlar ile
deney yapildi. Birinci kosulda, THP1 hticreleri PMA ile uyarildi, ikinci kosulda,
hlcreler PC3 prostat kanser hiicre siipernatanlari ile konuldu ve ti¢ilincii kosul olarak
da TLR4 agonisti ile uyarilmis PC3 hiicrelerinin siipernatanlari varliginda deney
yapildi. Daha sonra transwell Gzerindeki kuyulara 1x10° /ml’de olacak sayida
monosit/makrofaj ilave edildi ve yikandiktan sonra 16 saat serumsuz medyumda
inkiibe edildi. Transwelll altindaki kuyulara ise 1x10° /ml’de olacak sayida PC3
prostat kanser hiicresi konuldu daha sonra bu hticreler tizerine 50 UM etoposid ilave
edildi ve 24 saat sure ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi, PC3 hiicreleri
toplandi ve Annexin V FITC ile isaretlendi. 10.000 hiicre sayilarak hiicreler
degerlendirildi.

3.9. istatistik Analiz

Istatisitiksel analizler “t-test” ve “anova tek yonli test ile gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢aligmada, PC3 prostat kanser hicre dizisi ile THP 1 monositik hicre
dizisi kullanildi. PC3 prostat kanseri hiicreleri TLR4 ve TLR8 agonistleri ile ayri
olarak veya TLR4+TLR8 agonistleri birlikte kombine olarak uyarildi. Daha sonra
tim kosullardaki PC3 hiicre kiiltiir slipernatanlar1 toplandi ve THP 1 hiicreleri
uzerine ilave edilerek 48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Ayrica, THP1 hicreleri

makrofaj farklilasmasini gostermek icin de PMA ile de uyarildi.

4.1. Prostat Kanseri Hiicre Kiiltiir Siipernatanlarinin  THP1

Monositik Hiicrelerinin Morfolojisi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Prostat kanseri hiicre kiiltlir siipernatanlarinin THP1 monositik hiicrelerinin
morfolojisi lizerine etkisini degerlendirmek icin PC3 prostat kanseri hiicreleri TLR4
ve TLR8 agonistleri ile ayr1 olarak, TLR4+TLR8 agonistleri birlikte kombine
olarak uyarildi. Daha sonra tiim kosullardaki PC3 hiicre kiiltiir siipernatanlari
topland1 ve THP 1 hiicreleri {lizerine ilave edilerek 48 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. Ayrica, THP1 hiicrelerinde makrofaj farklilasmasini gostermek igin de
PMA ile de uyarildi. THP1 hicreleri mikroskopik olarak normalde yuvarlak olarak
bulunurken, TLR agonistleri varliginda ¢ogu hiicrelerin uzamis igsi morfolojiye
benzer morfolojiye doniistiigii izlendi. Sekil 4.1°de ve Sekil 4.5’te THP1 hiicrelerinin
hicre kiltir medyumundaki morfolojik goéruntist bulunmaktadir. PC3 hicre kultlr
slipernatanlarinin ve TLR agonistlerinin, THP1 hiicrelerinin adezyonunu arttirdig

gozlendi.

THP1 hiicrelerininPC3 hiicre kiiltiir siipernatant ile inkiibasyonu sonrasindaki
morfolojik gorintusi sekil 4.2°de, THP1 hiicrelerine PC3 hicrelerinin TLR4 ve
TLR8 agonistleri ile aktivasyonundan sonra toplanan kiltiir siipernatani ile
inkiibasyonu sonrasindaki morfolojik goriintiisii Sekil 4.3 B,C’de gosterilmistir.
THP1 hicrelerine PC3  hicrelerinin - TLR4+8  agonistlerinin  kombine
aktivasyonundan sonra toplanan kiiltiir siipernatani ile inkiibasyonu sonrasindaki
morfolojik gorintusi Sekil 4.3D’de gosterilmistir. THPL1 hucrelerinin PMA ile
uyarimi sonrasindaki morfolojik goriintiisii Sekil 4.4’te gosterilmistir. Sekil 4.5°te

THP1 hicrelerinin hiicre medyumundaki morfolojik goruntisi gosterilmistir.
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Sekil 4.1 THP1 hicrelerinin hiicre kulttir medyumundaki yuvarlak morfolojik
gorantusu.

Sekil 4.2. THP1 hiicrelerinin PC3 hiicre kiiltiir siipernatani ile inkiibasyonu
sonrasindaki morfolojik goriintiisii
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Sekil 4.3. THP1 hicrelerinin hiicre medyumundaki morfolojik goruntist (A), TLR4
agonisti ile uyartlmig PC3 hiicre kultur siipernatan varliginda morfolojik goriintiisii
(B), TLR8 agonisti ile uyarilmig PC3 huicre kiltir siipernatan varliginda morfolojik
gorinttst (C) ve TLR4+8 agonistleri ile kombine uyarilmis PC3 hucre kulttr
stipernatan varliginda morfolojik goriintiisii (D). THP1 hicrelerinin yuvarlak
morfolojiden uzamis igsi morfolojiye doniistiikleri izlenmistir.

Sekil 4.4. THP1 hicrelerinin, PMA ile uyarimi sonrasindaki morfolojik goriintiisii.
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Sekil 4.5.THP1 hiicrelerinin hiicre medyumundaki morfolojik goriintdsu.

4.2.Prostat Kanser Hiicre Kiiltiir Siipernatanlarimin THP1 Hucrelerinin

YUzey Belirteclerine Etkisinin Degerlendirilmesi

THP-1 hicrelerinin; TLR4 agonisti, TLR8 agonisti, TLR4+TLR8 agonistleri
ile uyarilmig PC3 hiicre kiiltiir siipernatan1 varliginda M1 ve M2 hiicre ylzey
belirtecleri, akim sitometri yontemiyle degerlendirildi. Yuzey belirtegleri olarak
CD68, CD11b, CD206, HLA-DR ve kemokin reseptorleri olarak CXCR2 ve CXCR7
spesifik monoklonal antikorlar ile isaretlenerek degerlendirildi. Tablo-4.1°de THP-1
hiicrelerinin tiim deney kosullarinda hiicre yilizey belirteglerinin 6zellikleri
gosterilmistir. THP 1 hicrelerinin TLR4 agonisti, TLR8 agonisti veya TLR4+TLR8
agonistleri ile uyarilan PC3 siipernatanlar1 ile inkiibasyonu sonucunda, CD206
makrofaj hiicre yiizey belirte¢ ekspresyonunda, PC3 hicre kultir supernatanlart
kosuluyla kiyaslandiginda  azalma  bulundu (p<0.05). Sekil 4.6’da THP1
hiicrelerinin PC3 hiicrelerinin siipernatanlarinin varliginda CD68, CD206, HLA-DR,
CXCR2 ve CXCRY7 yuzey ekspresyonlarmin grafikleri, sekil 4.7°de akim sitometri
histogramlarinin dagilimi gosterilmistir. Sekil 4.8’de THP-1 hcrelerinin TLR4
agonisti ile uyarilmig PC3 hiicre kiiltiir stipernatan1 varliginda CD68, CD206, HLA-
DR, CXCR2 ve CXCRY7 yiizey ekspresyonlarinin grafik olarak olarak dagilimi, Sekil
4.9°da THP-1 hiicrelerinin TLR4 agonisti ile uyarilmis PC3 hiicre kiiltiir siipernatani
varliginda CD68, CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR?7 yiizey ekspresyonlarimni

dagilimini gosteren akim sitometri histogramlari, Sekil 4.10°’da THP-1 hiicrelerinin
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TLRS agonisti ile uyarilmis PC3 hiicre kiiltiir siipernatan1 varliginda CD68, CD206,
HLA-DR, CXCR2 ve CXCR?7 yiizey ekspresyonlarinin grafik olarak olarak dagilimi,
Sekil 4.11°de THP-1 hicrelerinin TLR8 agonisti ile uyarilmis PC3 hiicre kiiltiir
siipernatan1 varliginda CD68, CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7 yuzey
ekspresyonlarint dagilimini gosteren akim sitometri histogramlari, Sekil 4.12°de
THP-1 hiicrelerinin  TLR4+TLR8 agonistleri ile uyarilmis PC3 hiicre kiiltiir
supernatan1 varliginda CD68, CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7 yuzey
ekspresyonlarinin grafik olarak olarak dagilimi, Sekil 4.13 ‘de  THP-1 hicrelerinin
TLR4+TLR8 agonistleri ile uyarilmig PC3 hiicre kiiltiir siipernatani varliginda CD68,
CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7 yuzey ekspresyonlarint dagilimint gosteren

akim sitometri histogramlar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.6. THP1 hiicrelerinin, PC3 hiicrelerinin siipernatanlarinin varliginda CD68,
CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7 ylzey ekspresyonlarinin grafik olarak olarak
dagilimu.
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Sekil 4.7. THP1 hiicrelerinin, PC3 hiicrelerinin siipernatanlar1 varliginda CD68,
CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR?7 yiizey ekspresyonlarmi dagilimini gosteren
akim sitometri histogramlari.
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Sekil 4.8. THP1 hicrelerinin, TLR4 agonisti ile uyarilmig PC3 hicrelerinin
stipernatanlar1 varliginda CD68, CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7 ylzey
ekspresyonlarini dagiliminin grafik olarak gosterilmesi.
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Sekil 4.9. THP1 hicrelerinin, TLR4 agonisti ile uyarilmig PC3 hiicrelerinin
supernatanlar1 varliginda CD68, CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7 yuzey
ekspresyonlarini dagilimini gésteren akim sitometri histogramlari.
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Sekil 4.10. THP1 hucrelerinin, TLR8 agonisti ile uyarilmig PC3 hiicrelerinin
stipernatanlar1 varliginda CD68, CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7 yilzey
ekspresyonlarini dagiliminin grafik olarak gdsterilmesi.
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Sekil 4.11. THP1 hicrelerinin, TLR8 agonisti ile uyarilmis PC3 hiicrelerinin
siipernatanlar1 varhiginda CD68, CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7 ylzey
ekspresyonlarini dagilimini gosteren akim sitometri histogramlari.
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Sekil 4.12. THP1 hcrelerinin, TLR4+TLR8 agonistleri ile uyarilmig PC3
hiicrelerinin siipernatanlar1 varliginda CD68, CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7
yiizey ekspresyonlarini dagiliminin grafik olarak gosterilmesi.
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Sekil 4.13. THP1 hicrelerinin, TLR4+TLR8 agonistleri ile uyarilmis PC3
hiicrelerinin siipernatanlar1 varliginda CD68, CD206, HLA-DR, CXCR2 ve CXCR7
yiizey ekspresyonlarini dagilimini gésteren akim sitometri histogramlari.
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CD68% (D11b % (D206 % HLA-DR % CXCR2 % CXCR7 %

THP1+SN 93,5=6.36 96=2.82 58,5=2.61 64=2.82 35=5.65 40=2.40

THP1+SN+TLR4L 46=14.8 85,5=14.8 35,5=2.12 55=18.3 46=1.41

THP1+SN+TLRSL 61=2,82 96=1,41 31,5=12,02 99,5+2,12 14=1,41 35,57,77

THP1+SN+TLR4+8L 47=7,07 94=5,65 36=4,24 53,5=2,12 1,41 36=2,82

Tablo 4.1. PC3 hiicre kiltur stipernatanlari ve TLR4 ve TLRS agonistleri varliginda

THP-1 hiicrelerindeki makrofaj hiicre yuzey belirteclerinin dzellikleri.

4.3. Prostat Kanser Hiicre Kiiltiir Siipernatanlarimin THP1 Monositik

Hucrelerinden Sitokin Salimimina Etkisinin Degerlendirilmesi

PC3 prostat kanseri hicrelerinin kiltir medyum siipernatanlarma TLR4,
TLR8 agonistlerini ile ayr1 olarak ve TLR4+8 agonistlerini ile kombine olarak 24
saat siire ile uyarimdan sonra hiicre kiiltliir slipernatanlar1 topland1 ve  THP 1
hicreleri Uzerine ilave edildi ve 48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Ayrica, THP1
hiicreleri, PMA ve/veya TLR agonistiyle de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
serum starvasyonu sonrasinda siipernatanlar toplandi ve -80°C’da ¢alisma yapilacagi
zamana kadar saklandi. PC3 slpernatan, PC3 sipernatan+TLR4 agonist, PC3
slpernatan+TLR8 agonist, PC3 slpernatan+TLR4+8 agonistleri kosullarinda
toplanan hiicre kiiltiir siipernatanlarinda multiarray sitokin ELISA ydntemiyle analiz
yapildi. IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8,1L-10,1L-12, IL-17A, IFNy, TNFo, GM-
CSF incelemeleri yapildi. THP1 hiicrelerinin prostat kanseri hiicreleri siipernatanlari
ile inkiibasyonu sonucunda inflamatuvar sitokinlerin varligi diisiik oranlarda
bulunmustur. Buna karsilik THP1 hiicrelerinin, TLR4 ve/ya TLR8 agonistleri ile
uyarilmis PC3 hiicrelerinin slipernatanlari varliginda bazi inflamatuvar sitokinlerin
salim1 belirgin olarak tespit edildi. Ozellikle TLR4+8 agonistlerinin kombine
kullaniminin makrofajlardan bazi sitokinlerinin salinimini arttirdigi bulundu. Sekil
4.14°de ve Tablo-4.2° de multiArray ELISA’da galisilan THP1 hiicrelerinden salinan
inflamatuvar sitokinlerin sonuglar1 pozitif ve negatif kontroller ile birlikte

gosterilmistir.
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Inflammatuvar Sitokinler

Megatif Kontrol
THP1 5N
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THP1 5N TLR&
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THP1PMA
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Pozitif Kontrol

Sekil 4.14. MultiArray ELISA yontemiyle degerlendirilen, THP1 hiicrelerinden
salmman inflamatuvar sitokinlerin sonuclar1 pozitif ve negatif kontroller ile birlikte
gosterilmistir.
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Tablo 4.2 MultiArray ELISA yontemiyle degerlendirilen, THP1 hiicrelerinden
salinan inflamatuvar sitokinlerin sonuglar1 grafik olarak pozitif ve negatif kontroller
ile birlikte gosterilmistir.

4.4. Prostat Kanser Hicre Kiltlir Sipernatanlarimn THP1 Hiicrelerinde

Fagositoza Olan Etkisinin Etkisinin Degerlendirilmesi

PC3 prostat kanseri hiicrelerinin kiiltiir medyum siipernatanlari; TLR4, TLR8
agonistleri ile ayr1 olarak ve TLR4+8 agonistleri ile kombine olarak uyarimdan ve
serum starvasyonundan sonra toplandi ve THP 1 hiicreleri iizerine ilave edildi. Daha
sonra 48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. THP1 hucrelerinde fagositoz aktivitesi

akim sitometri yontemiyle degerlendirildi.

PC3 hiicre siipernatanina maruz birakilan THP 1 hicrelerinin fagositoz
aktiviteleri ile; TLR4+TLR8 agonistleri ile uyarilmis PC3 hiicrelerinin
slipernatanlarina maruz birakilan THP 1 hicrelerinin fagositoz aktiviteleri

kiyaslandiginda, TLR4+8 agonistleri ile kombine olarak uyarilan THP 1 hiicrelerinde
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fagositoz kapasitesinin artig1 bulundu (p<0.05). Bu bulgular, M2 tipi makrofajlarin
azaldigin1  diigindiirmektedir. Sekil-4.15’te  THP 1 hcrelerindeki fagositoz
aktivitesinin grafik olarak dagilimimi gosteren sonuclar, Sekil-4.16’da akim sitometri

histogramlar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.15. THP 1 hiicrelerindeki fagositoz aktivitesinin grafik olarak dagilimini
gdsteren sonuglari.
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Sekil 4.16. THP 1 hiicrelerindeki fagositoz aktivitesinin grafik olarak dagilimini
gosteren akim sitometri histogramlari.

4.5. Prostat Kanser Hiicre Kiiltiir Siipernatanlarimin THP1 Hiicrelerinde

Hucre Siklusuna Etkisinin Degerlendirilmesi

PC3 prostat kanseri hiicrelerinin kiiltiir medyum siipernatanlari; TLR4, TLR8
agonistleri ile ayri olarak ve TLR4+8 agonistleri ile kombine olarak uyarimini
takiben serum starvasyonu sonrasinda toplandi ve THP 1 hicreleri Uzerine ilave
edilerek inkiibasyona birakildi. Ayrica, THP1 hiicreleri PMA ve etoposid veya TLR
agonistleriyle de inkibe edildi. Daha sonra THP 1 hicrelerinde hicre siklusu ve
DNA analizi akim sitometri yontemiyle degerlendirildi. THP 1 hicrelerinin PC3
hiicre kiltiir siipernatan1 ile uyarildigi kosuldaki hicre siklusu fazlar1 ile
kiyaslandiginda, THP 1 hicrelerinde 6zellikle TLR8 agonisti ile uyarilmigs PC3

hicrelerinin siipernatanlar1 varliginda GO/G1 fazinda hucrelerin birikiminin anlaml
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olarak arttigi bulundu (p<0.05). Diger bazi kosullarda, THP 1 hiicrelerinin hiicre

siklusunda S fazinda ilerleyerek proliferasyon gosterdikleri bulundu.
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Sekil 4.17. THP1 hiicrelerinde hiicre siklusu sonuglarinin grafiksel olarak dagilimi
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Sekil 4.18. THP1 hiicrelerinde hiicre siklusu sonuglarmin grafiksel olarak
dagilimmi gosteren akim sitometri histogramlari. A. PC3 slpernatan B. TLR4
agonist iceren PC3 siupernatan C. TLR8 agonist iceren PC3 sipernatan D.
TLR4+TLR8 agonistlerini iceren PC3 slipernatan.
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4.6. Makrofajlarin, Prostat Kanser Hucrelerinde Apoptozise olan

Etkisinin Degerlendirilmesi

Makrofaj polarizasyonunun, PC3 prostat kanser hucrelerinde apoptozise olan
etkilerini arastirmak igin, 3 kosulda makrofajlar ile deney yapildi (Sekil 4.19).
Birinci kosulda, THP1 makrofajlar1 PMA ile uyarildi (MO fenotipi), ikinci kosulda,
makrofajlar PC3 prostat kanser hiicre slipernatanlari1 ile uyarildi ve iigiincli kosul
olarak da TLR4 agonisti ile uyarilmis PC3 hiicrelerinin siipernatanlart varliginda
uyarildi. Daha sonra transwell iizerindeki kuyulara 1x10° /ml’de olacak sayida
monosit/makrofaj ilave edildi ve Transwelll altindaki kuyulara ise 1x10°® /ml’de
olacak sayida PC3 prostat kanser hiicresi konuldu ve 16 saat serumsuz medyumda
inkiibe edildi. Daha sonra PC3 hiicreleri tGzerine 50 UM etoposid ilave edildi ve 24
saat slire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi, PC3 hiicreleri topland1 ve
Annexin V FITC ile isaretlendi. 10.000 hiicre sayilarak hiicreler degerlendirildi.
Sekil 4.20°de, PC3 hiicrelerinde transwell deneyi sonrasinda apoptozis sonuglarinin
grafiksel olarak dagilimi gosterilmistir. Sekil 4.21°de PC3 hicrelerinde, transwell

deneyi sonrasinda apoptozis sonuglari akim sitometri histogramlari gosterilmistir.
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Sekil 4.19. Makrofaj farklilasmasinin PC3 prostat kanser hicrelerinde apoptozise

olan etkilerini gostermek icin yapilan transwell deney diizenegi.

Sekil 4.20. PC3 hucrelerinde transwell deneyi sonrasinda apoptozis sonuglarinin

grafiksel olarak dagilimu.
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Sekil 4.21. PC3 hiicrelerinde transwell deneyi sonrasinda apoptozis sonuglarinin
akim sitometri histogramlari olarak gosterilmesi.
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5. TARTISMA

Prostat kanseri, erkeklerde kanser ile iliskili 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada yer alan bir kanser tipidir. Prostat kanseri aile hikayesi olmasi, hastalik riskini
arttiran nedenlerdendir (142). Bu faktorler disinda, prostat kanserinin gelisimi ¢ok
asamal1 ve faktorlii bir stirectir. Cift DNA kiriklari igeren genomik rearanjmanlar,
tiimor hiicrelerinin metabolik degisimleri ve proinflamatuvar mikrogevrenin olusumu
sonucunda prostat kanserinin gelisimi ile progresyonunu destekleyen faktorler ortaya
¢ikmaktadir (143). Prostat kanser hiicrelerinin mikrogevresindeki degisimler tiimor
gelisimini  hizlandirmaktadir. TUmor mikrogevresinde bulunan  makrofajlar,
tiimorlerden salinan sitokin, kemokin ve biiylime faktorleri fonksiyonel cesitlilik ve
fenotipik farklilasmada etkili olurlar (144). Bu ¢alismada, TLR agonistleri ile inkiibe
edilen prostat kanseri hiicrelerinin salgiladiklar1 faktorleri igeren siipernatanlarinin
makrofaj hucrelerinin farklilasmasina olan etkileri ile fonksiyonel &zellikleri
degerlendirilmistir. Calismamizda Oncelikle, prostat kanseri hiicre dizisi PC3 kaltur
slipernatanlar1 ile TLR4 ve TLR8 agonistleri varliginda ve TLR4+8 agonistlerinin

kombine olarak varliginda, THP1 monositik hiicrelerin morfolojileri degerlendirildi.

THP1 monositik hiicreleri, prostat kanseri hiicre kiiltiir siipernatanlar1 ve TLR
agonistleri varliginda, yuvarlak morfolojiden igsi benzeri uzamis adezyon gosteren
bir morfolojik goOriinim gosterdikleri  gbzlenmistir. Prostat kanser hiicre
siipernatanlarinin, makrofajlarin morfolojilerindeki degisimi benzer olarak akciger,
kolorektal, meme, servikal kanserlerde yapilan caligmalarda da gozlenmistir (145).
Tumor hucresi kiiltiir siipernatanlariin  tiimér mikrogevresindeki makrofajlarin
¢evresinde toplanmasini saglayarak tiimor hiicrelerinin yagamalarina destek olduklari
bilinmektedir (145). Makrofajlar, M1 (klasik olarak aktive olan) ve M2 (alternatif
olarak aktive olan) olarak farklilagirlar. M1 tipi farklilasma gosteren makrofajlar,
immiin sistemin hiicresel 6nemli bir bilesenini olusturur. M1 tipi makrofajlar hiicre
i¢i patojenler ve kansere karst koruyucu rol oynarlar. M1 tipi makrofajlar toll like
reseptorlerin aktivasyonu sonucunda IFNy ve TNFa sitokinlerin salinimini uyararak
inflamatuvar cevabi baglatirlar ve IL-1, IL-6,IL-12, IL-23 ve TNFa salgilayarak
mikroorganizmalar ve kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki gostererek Thl

cevabini arttirirlar (146). M1 makrofajlari, antijen sunan hiicre olarak da tiimore karsi
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immiin yanit olustururlar. M2 tipi makrofajlar da tiimor ile iligkili makrofajlar olarak
bilinir ve tiimor biiylimesi ve metastazini kolaylastirirlar. CD68 M1 makrofajlar
belirleyen yuzey antijeni belirleyicisi; CD163 ve CD206 da M2 makrofajlart
belirleyen ylizey antijeni belirleyicisi olarak kullanilmaktadir. Cok sayida yapilan
caligmalarin sonuglari, tiimor tipi ve lokalizasyonuna goére TAM’larin kotii klinik

seyir ile iligkili oldugunu gostermistir (147).

Insan THP1 hiicreleri, in vivo monositlere/makrofajlara benzeyen biyolojik
davraniglari nedeniyle arastirmalarda siklikla kullanilan bir hiicre dizisidir. Bu
Ozelliklerinden dolayi, ¢alismamizda THP1 hicre hattini, prostat kanseri
hiicrelerinden salgilanan  faktorlerin  makrofaj farklilagsmasinin gosterilmesinde
kullandik. Calismamizda prostat kanser hiicre dizisi olan PC3 hicrelerini kullandik.
Prostat kanser hiicrelerinin kiiltiir siipernatanlarinin, THP 1 monositik hucreler ile
inkiibasyonu sonucunda, CD206 ve CXCR2 kemokin hiicre yiizey ekspresyonlari
tespit edildi. Ayrica, PC3 siipernatanina maruz kalan monositlerde/makrofajlarda
fagositoz kapasitesinin azaldig: bulundu. Bu sonuglar, prostat kanseri hiicrelerinden
salinan soluble faktorlerin M2 tipinde makrofaj polarizasyonunda etkisi olabilecegini

gostermektedir (148).

M2 tipi makrofajlar, yuksek oranda CD206 (Mannoz reseptorii), ve CD68
eksprese ederler. Ayn1 zamanda M2 tipi makrofajlar, IL-10M9" [L-12'% ||_-23 'ow
olarak da inflamatuvar sitokinleri salgilarlar (149). M2 tipi makrofajlardan gelisen
TAM’lar timor hiicrelerinin proliferasyonu, apoptozisi ve anjiogenezisi ile iligkili
streclerde ve hicresel fonksiyonlarda etkili olurlar. Proinflamatuvar sitokinler,
tiimdrlerin biyolojik davranislarini iceren siire¢ icinde esas rol oynarlar. Bu siireg
icinde IL-1pB, IL-6, IL-8 en iyi bilinen sitokinler olarak ¢oklu fonksiyon gdsteren
yuksek biyolojik aktivite ile inflamasyon, immiin yanit ve timor gelisimi gibi
fizyolojik ve patolojik cevaba katilirlar. Kemokin (C-C motif ) ligand (CCL)2,
CCL5, CCL7 ve kemokin (C-X3-C motif) ligand (CX3CL91 gibi ¢esitli kemokinler
ve buna ilaveten makrofaj koloni stimule edici faktér (M-CSF), granulosit—makrofaj
koloni stimule edici faktor ve vaskiler endotelial bliyime faktoru (VEGF) gibi timor
hiicreleri tarafindan iiretilen sitokinler monosit ve makrofajlarin timor icindeki

infiltrasyonunu arttirir  (150). Inflamatuvar stimulasyonun ¢esitli kanserlerin
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gelisiminde ve ilerlemesinde etkisi oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir. Fakat
proinflamatuvar sitokin {iretiminin temelini olusturan mekanizma tam olarak
anlasilamamistir. Bugiine kadar yapilan caligmalardan elde edilen bilgilere gore
timor stromasi iginde bulunan TAM’larin énemli bir hiicre popiilasyonu oldugu
gosterilmistir. TAM’lar M2 makrofaj fenotipine sahiptirler. M2 makrofajlar Th2 tipi
hiicre cevabini arttirir. M2 makrofajlar farkli sitokinler ile uyarildiklarinda {i¢ farkl
alt gruba ayrilirlar. M2a (alternatif ) tipi makrofajlar IL-4 ve 1L-13 maruziyeti ile
gelisirler, M2b makrofajlar1 da immiin kompleksler ile indiiklenirler. Hem M2a hem
de M2b makrofajlar1 Th2 tipi cevabi aktive ederek Th2 tipi sitokinlerin ve T helper 2
hiicrelerin birikimini saglar. Hem M2a hem de M2b makrofajlari inflamasyona kars1
yanit gelistirerek protiimorojenik 6zellik gosterir. M2c tipi makrofaj alt grubu da IL-
10 ve glukokortikoid hormonlar1 ile aktive olur ve M2c makrofaj cevabi

inflamasyonun baskilanmasindan sorumludur (151).

Prostat kanserli hastalarda, IL-6 serum diizeyi yiiksekligi ileri evre
metastatik  tiimorlerin  bir  belirleyicisi olmustur. Calismamizda, makrofaj
farklilasmasinda tiimor hiicre slipernatanlarinin etkisini gostermek i¢in multiarray
ELISA yontemiyle cesitli sitokinleri arastirdik. Ozellikle, cesitli sitokinlerin belirgin
olarak salgilandiklarin1 gosterdik. Inflamatuvar sitokinler, timor hicrelerinden
salinan faktorlerin etkisiyle M2 tipi makrofaj polarizasyonunda fonksiyonel olarak
yer aldigin1 gostermektedir (152) .THP1 makrofajlarin PMA ile aktive edilmesinden

sonra da baz1 inflamatuvar sitokinler salgilanmaktadir.

Prostat kanseri hiicre kiiltiir siipernatanlari, THP 1 hiicrelerinde, siipernatansiz
kontrol grubu hiicrelerine kiyasla, fagositoz kapasitesinde azalmaya neden olmustur.
M2 makrofajlarda, fagositoz kapasitesinin azalmasi tiimor hiicresinin gelisimine

katki saglayan diger bir 6zellik olabilir (153).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, meme kanseri, glioma, gastrointestinal sistem
ve larinks kanser hiicrelerindeki TLR’lerin, invazyon ve metastazdaki Onemini
gostermistir . Fare metastatik meme kanser modelinde, lipopolisakkarit (LPS) ile
indlklenen timor hucrelerinde anjiogenez, damar gecirgenliginde artim sonucu

timor hiicre invazyonunda artim bulunmustur (154).
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Kanserde Toll like reseptorlerin makrofaj farklilagma siirecinde aldigi roller
oldukca ilgi cekicidir. Bu dogrultuda biz de calismamizda, prostat kanseri
hiicrelerinin TLR agonistleri ile uyarilmasindan sonra makrofaj polarizasyonundaki
etkisini aragtirdik. Bu amagla, prostat kanseri hiicreleri TLR4 ve TLR8 agonistleri ile
tek olarak veya TLR4+8 agonistleri ile kombine olarak inkibe edildikten sonra
toplanan  hiicre  kiiltiir ~ slipernatanlarinin =~ THP1  monositik  hiicrelerinin
polarizasyonuna olan etkisini arastirdigimizda, TLR agonistlerinin M1/M2 tipi
karisik makrofaj farklilasmasinda etkili oldugunu gozlemledik. TLR4 ve TLR8
agonistlerinin varliginda prostat kanseri hucrelerinin siipernatanlarinin, M1/M2 tipi
makrofaj farklilagsmasini etkiledigini ve M2 tipindeki makrofajlarda azalma oldugunu
gosterdik.

Prostat kanseri hiicrelerinin TLR agonistleriyle uyarilmasi ile toplanan hiicre
kiiltir stipernatanlart THP 1 hiicrelerde inflamatuvar sitokin salinimin1 da
etkilemektedir. Baz1 proinflamatuvar sitokinlerde artis oldugu ve bu sitokinlerin
tiimore kars1 (antitlimor) etki gosterebilecegi diistinlilmiistiir.

Genel bilgiler dogrultusunda, M1 tipine farklilasan hiicrelerde, fagositoz
kapasitesinin de artmis olmasi tiimor mikrogevresindeki debrislerin temizlenmesi ve
tiimdre ve kronik inflamasyona karsi savunma mekanizmalarinin fonksiyonel olarak
calistigin1 diistindiirebilir. TUmor mikrogevresinde bulunan M1 tipi makrofajlarda,
tiimor hiicrelerinde eksprese olan TLR’lerin makrofajlar ile interaksiyonu sonucu da
fagositoz aktivitesinin uyartlmasina neden olabilir. Literatiirde simdiye kadar yapilan
calismalarda, 6zellikle TLR2/6 ve TLR4’iin prostat kanseri hiicrelerinde ekspresyonu
gosterilmistir (155). TLR ekspresyonu yiiksek olan tiimorlerde, timoér gelisime
destek olan TAM’larin TLR agonistleri ile M1 tipi makrofajlara farklilagsmasiyla
salgiladiklar1 sitokinler ile antitimor yanita yol agmaktadir. Caligmamizdaki
bulgularimiz, TLR agonistlerinin makrofajlardan salgilanan sitokinlerin prostat
kanserinde proinflamatuvar cevabi etkiledigini ve inflamatuvar mikrogevredeki
immiin hiicrelerden sitokin saliniminin degistigini gostermistir. Bu bulgular, M2 den
gelisen TAM’larin gelisiminin engellenmesinde TLR agonistleri araciligr ile
diizenleyen yeni bir mekanizma ile degerlendirilebilir. Calismamizda, kullandigimiz
TLR4 agonisti, E.coli’den elde edilen lipopolisakkaridden olusan bir endotoksin olup
hiicre membrandaki TLR4’e baglanir. Hiicredeki NF-k B transkripsiyon faktorini



59

uyararak proinflamatuvar sitokinlerin salinimini arttirir. Th1 sitokinleri ile ¢esitli
kemokinlerin salimimini arttirarak in vivo ortamda tiimor mikrogevresinde basta
makrofajlar olmak {izere diger immiin sistem hiicrelerinin toplanmasina yardimci

olabilir.

TLR4 agonistleri, edinsel immin yanit i¢in adjuvant etkisinden dolayi
kansere karsi kullanilan ajanlar i¢inde biiyiik bir potansiyele sahiptir. LPS gibi
mikrobiyal molekiiller ve ayn1 zamanda HSP'ler, fibrinojen ve HMGBI1 endojen
ligandlar aracilig1 ile TLR4 stimiilasyonu IL-6, TGF-1, TNF- gibi pro-inflamatuar
sitokin Uretimini indikler. TLR4 normal ve malign prostat epitelyal hicreleri
Uzerinde eksprese edilir. Prostat hiicrelerinde TLR4 sinyal yolaginin aktivasyonu
sonucunda dogal immiin sistem aktive olur. Bununla birlikte, prostat epitelyal
hicrelerinde TLR4 hucre sinyal yolunun uzun sureli aktivasyonu, tumaor htcresi
aktivasyonunu, proliferasyonunu, hayatta kalmasim1 ve tiimor transformasyonunu
destekleyebilir. Buna ilave olarak, TLR sinyal yolaklarinin aktivasyonu sonucunda
IL-6, IL-8 ve IL-10 sitokinleri, prostat kanseri gelismesine ve hastaligin ilerlemesine
aracilik eder (156). TLR4 ligand stimilasyonu, prostat epitel hucreleri NF-xB, TGF-
Bl ve VEGF'yi artimina yol acgar. Ayrica, IL-8’in de prostat kanserinde arttigi
gosterilmistir. .Bu durum da prostat hiicrelerinin, muhtemelen, LPS gibi bakteriyel
triinlere yanit olarak, kalic1 yiiksek inflamasyonla iligkili oldugunu gostermektedir.
Yapilan ¢aligmalarda, TLR4 knockout PC3 prostat kanseri hicrelerinde tiimor hiicre
gocl ve invazyonunun azaldigi gosterilmistir. TLR4 genindeki tek bir nikleotid
polimorfizminin de prostat kanseri riski ile iligkili olabilecegi gosterilmistir (157).
Peroksiredoksin-1, TLR4 agonistidir. Fare kanser modelinde, kanser
anjiyogenezinin kronik aktivasyonu yoluyla prostat timor hicresi biylmesini
destekleyerek TLR4 ile etkilestigi gosterilmistir. Bu nedenle, TLR4 ile iligkili dogal
immiin yanitin aktivasyonu ve inflamasyon, prostat kanserinin etiyolojisi ve

progresyonunda rol oynayabilmektedir (158).

Calismamizda, kullandigimiz TLR8 agonisti de ssRNA’da IFNa ve TNFa
sitokinlerinin salintmin1 ve CXCl19, CXCL10 gibi kemokinlerin ekspresyonunu da

arttirarak immiin hiicrelerin tiimo6r mikrocevresinde toplanmasinda etkili olabilir

(159).
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M2 makrofajlar ve TAM lar, ¢esitli tiimorleri infiltre eder ve tiimorlerin Koti
prognozu ile iliskilidir. Bundan dolay1 M2 ve TAM’larin kontrolii ve regiilasyonu
tiimorlerin prognozu i¢in anahtar faktor olusturur. Toll like Reseptor agonistleri olan
TLR 4 agonisti LPS’in ve TLR8 agonisti  sRNA40/LyoVec’in makrofaj
polarizasyonuna olan etkileri {izerine yapilan c¢alismalar olduk¢a azdir.
Calismamizda, M1 ve M2 tipi farklilasma gosteren makrofajlarda, prostat kanseri
hiicre kiiltiir siipernatanlarinin ve TLR agonistleri varliginda prostat kanseri hiicre
kiiltiir stipernatanlarinin, THP1 hiicrelerinde hiicre siklusu ve hiicre proliferasyonuna
olan etkileri de degerlendirildi. TLR8 agonistinin hiicre siklusunda GO/G1 fazinda
birikime neden oldugunu diger bazi kosullarda ise makrofajlarim hucre siklusunun
sentez  fazinda ilerleyerek proliferasyon gosterdikleri izlendi. Kanser hiicreleri
siklikla imminojen olmayan, immun denetimden kacan hiicrelerdir. Bu nedenle, son
zamanlarda yapilan caligmalarda, immiin sistem tarafindan kanser hiicrelerinin
taninmasi i¢in yeni hedefler arastirilmaya baslanmistir. Bu hedefler icinde de timor
mikrogevresindeki tiimor ile iligkili makrofajlar, TLR’lerin varligi ve aktivasyonu
yer almaktadir. TLR aktivasyon sinyali ile arttirilan sitotoksik immiin cevap, prostat
kanser hticrelerinin 6limune ve timor hicrelerinin gerilemesi ve proliferasyonunun

durmasina yol agabilmektedir (160).

Calismamizda, makrofajlarin/monositlerin, prostat kanser hicrelerinde
etoposid varliginda apoptozisi etkileyebildigi bulunmustur. Bu dogrultuda, ileride
yapilcak caligmalarin sonucunda daha net bilgiler edinildikce, prostat kanser
hucrelerine karsi kullanilan kemoterapdtik ajanlarin yaninda kombine olarak TLR4
ligandlarmin da kullanilabilecegini, bdylece tiimor hiicrelerine karst sitotoksik

etkinin arttirlmasinda etkin bir ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calisma sonuglari, TLR agonisti varliginda PC3 prostat kanser hiicre kilttr
siipernatanlarinin ~ THP1 hiicrelerinde makrofaj fenotipi farklilasmasinda etkili
oldugunu gostermekte olup tiimor mikrogevresinde M1/M2 tipinde bulunan karisik
makrofaj populasyonun inflamatuvar sitokin salimimi ve fagositoz kapasitesinin
fonksiyonel 6zelliklerinin belirlenmesinde ve TAM’lar ile ilgili arastirmalar igin

uygun bir in vitro deney modeli olabilecegi yonunde umut vermektedir.
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Sonug

Calisma sonuglarimiz, TLR4 agonistleri ile uyarilan prostat kanserinden salinan
soluble  faktorlerin  makrofaj  polarizasyonunda  rol  oynayabildiklerini
diisiindiirmektedir. Makrofajlarin, inflamatuvar sitokin saliminda ve fagositoz

kapasitesinde degisimler izlenmistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

. PC3 prostat kanser hucre kultir stipernatanlari, TLR4 ve TLR8 agonisti
iceren PC3 prostat kanser hiicre kiltir slipernatanlari, THP1 hcrelerinin
morfolojilerini degistirir. Uzamis igsi benzeri hiicre morfolojisine dontisim

ve hicrelerin adezyonunun arttigi izlenmistir.

. PC3 prostat kanser hticrelerinin TLR4 ve TLR8 agonistleriyle inkiibasyonu
sonucunda elde edilen hicre kiiltiir siipernatanlarinin, THP1 hicrelerini
M1/M2 karisik tipinde farklilagtirdigit ve M2 makrofaj ylzey belirtecinde

azalmaya neden oldugu bulunmustur.

. PC3 prostat kanser hiicre kiiltiir siipernatani ile THP1 hcrelerinin
inkilbasyonu sonucunda, bazi inflamatuvar sitokinleri ylksek miktarda
bulunurken; diger baz1 inflamatuvar sitokinler diisiik miktarda bulunmustur.
Buna karsilik, THP1 hiicrelerinin, PC3 prostat kanser hicrelerinin TLR4 ve
TLR8 agonistleriyle ve TLR4+8 agonistlerinin kombine inkiibasyonu
sonucunda  ¢esitli  inflamatuvar sitokinlerin belirgin olarak arttig

bulunmustur.

TLR4 ve TLRS8 agonistleri ile ayr1 olarak veya TLR4+8 agonistleri ile
kombine olarak uyarilan PC3 hiicre kiiltiir stipernatan1 varliginda, THP 1

hiicrelerinde fagositoz kapasitesinin arti§1 bulunmustur.

. TLR4 ve TLRS8 agonistleri ile ayr1 olarak veya TLR4+8 agonistleri ile
kombine olarak uyarilan PC3 hiicre kiiltlir siipernatan1 varliginda, THP 1
hucrelerinde hiicre siklusunda degisimler goriilmiistiir. TLR8 agonisti ile
uyarilmis PC3 hiicrelerinin siipernatanlar1 varhiginda THP 1 hcrelerinin,

hicre siklusunun G0/G1 fazinda biriktigi bulunmustur.

. Makrofaj farklilagsmasinin PC3 prostat kanser hiicrelerinde apoptozis iizerinde

etkisi olabilecegi bulunmustur.

. Bundan sonraki ¢alismalarda, prostat kanserli hastalarinin prostat tumor
dokusundan almacak biyopsi 0Orneklerinden yapilacak olan tumor hiicre

kaltarlerinin TLR4 ve TLR8 agonistleri ile uyarilmasindan sonra elde
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edilecek siipernatanlarin, THP1  hiicrelerinin farklilasmasina etkileri

arastirilabilir.

8. Calismada multiarray ELISA yoOntemiyle degerlendirilen proinflamatuvar
sitokinlerden yiiksek olanlarin miktarlari, sitokin spesifik ELISA’lar ile

degerlendirilebilir.

9. TLR4 ve TLRS agonistleri ile ayr1 olarak ve TLR4+8 agonistleriyle kombine
olarak wuyarilan prostat kanseri hiicrelerinde TLR sinyal iletim yolaklarinin

arastirtlmasi daha sonra yapilacak ¢aligmalara deger katabilecektir.
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