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OZET

Karagsar P. Meme Kanseri Hicrelerinde Kostimilator B7 Ailesi
Ligandlarinin Ekspresyonu ve Yardimci T Hiicre Yanitlari Uzerine Etkisi.
Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii Tumér Biyolojisi ve
immijnolojisi Yuksek Lisans Tezi, Ankara, 2013. B7 ligandlari T hucre
yanitlarini dizenleyen en kritik kostimulator molekullerdir. Bu molekuller esas
olarak profesyonel antijen sunucu hucreler Uzerinde bulunmalarina ragmen
tumor hucreleri Uzerinde de eksprese olabilirler. B7 ligand ailesi Uyelerinden
B7-1 ve B7-2 naif T hucrelerin uyariilmasinda kritik bir rol oynar ancak aktive
T hicre Uzerinde eksprese olan CTLA-4’e baglanarak inhibe edici 6zellik de
gOsterebilir. B7-H1, B7-DC ve B7-H4 inhibe edici, B7-H2 aktive edici, B7-
H3’Gn ise T hdcre yanitlarinda dizenleyici etkileri vardir. Bu c¢alismada,
meme kanseri hucrelerinde bulunan B7 ligandlarinin yardimci T hacre
yanitlarina etkisinin belirlenmesi amaclanmigtir. Liminal MCF-7, BT-474,
SK-BR-3, T-47D, ZR-75-1; bazal-benzeri, MDA-MB-231, MDA-MB-468,
HCC38 meme kanseri hicre hatlarinin ve normal meme epiteli hiicre hatti
MCF-12A’nin kalturleri gerceklestirildi. Ayrica, hucreler LPS ve IFN-y ile
uyarildi. Tim B7 ailesi molekullerinin mRNA dlzeyleri RT-PCR ile; B7-H1,
B7-H2 ve B7-DC protein duzeyi ise akim sitometri ile belirlendi. Periferik
kandan ayrimlanan CD4" T lenfositler anti-CD3 uyarici antikor varliginda
miyeloid hucreler ile uyarildi ve daha sonra geri saflastirildi. Bu hicrelerin
meme kanseri hucreleri ile farkl oranlarda ko-kultira yapildi. CD154, CD25
ve CD69 T hucre aktivasyon belirteglerinin ve CFSE analizi ile ¢ogalma
dizeyleri degerlendirildi. PD-1 ligandlari, B7-H1 ve B7-DC ko-inhibitér
molekdllerinin  bazal-benzeri molekuler tipteki meme kanseri hucre
hatlarinda, ICOS ligandi B7-H2 ko-aktivator molekulinin ise luminal tipteki
hicrelerde secici ve belirgin dizeyde eksprese olduklari bulunmustur. LPS
ile uyarim ekspresyon dlzeylerinde belirgin bir fark yaratmazken, IFN-y’nin
bazal-benzeri hicrelerde B7-H1 ve B7-DC duzeylerini artirdigi gozlenmigtir.
iiging olarak, ko-kiiltiirler sonucunda bazal-benzeri meme kanseri hiicre
hatlarinin T lenfosit aktivasyonunu ve ¢ogalmasini destekledigi yonunde
bulgular elde edilmistir. Yapilan analizlerde bu kanser hicreleri tarafindan
salgilanan faktorlerin uyarici, yuzey molekullerinin ise inhibitor etkiye sahip
olabilecegi gorulda. Bulgularimiz, bazal-benzeri meme kanserlerinin T hlcre
aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalarini es zamanl olarak moduile
edebildigine igaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, kostimulasyon, B7 ligand ailesi
Bu calisma, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir.(BAB, Destek No: 013D03104001)
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ABSTRACT

Karasar, P. The expression of co-stimulatory B7 ligands on breast
cancer cells and their effects on T helper responses. Hacettepe
University Cancer Enstitute. A dissertation for the degree of Master of
Science in Tumor Biology and Immunology. Ankara, 2013. B7 ligands
are the most critical costimulatory molecules that regulate T cell responses.
Although these molecules are mainly expressed on professional antigen
presenting cells, they may also be expressed on tumor cells. Among the
members of B7 ligand family, B7-1 and B7-2 play a critical role in stimulating
naive T cells. However, these molecules may also engage CTLA-4 that is
expressed on activated T cells and inhibit T cell function. B7-H1, B7-DC and
B7-H4 exert inhibitory effects, whereas B7-H2 has activatory and B7-H3 has
regulatory effects on T cell responses. The aim of this study is to determine
the effects of B7 ligands, which are present on on breast cancer cells, on T
helper cell responses. Luminal breast cancer cell lines MCF-7, BT-474, SK-
BR-3, T-47D, ZR-75-1; basal-like breast cancer cell lines MDA-MB-231,
MDA-MB-468 and HCC38 as well as a normal basal-like breast epithelial cell
line MCF-12A were propagated in in vitro cultures. Additionally these cells
were stimulated with LPS and IFN-y. The mRNA levels of all B7 family
members were analyzed with RT-PCR and proteine levels of B7-H1, B7-H2
and B7-DC were analyzed with flow cytometry. CD4" T lymphocytes sorted
from peripheral blood of healty subjects were stimulated with myeloid cells in
the presence of anti-CD3 monoclonal antibodies and were back-sorted
afterwards. These activated lymphocytes were co-cultured with breast cancer
cell lines at different ratios. T cell proliferation levels were investigated by
CFSE analyses and the presence of CD154, CD25 and CD69 activation
markers were determined. Selective and significantly increased expression of
co-inhibitory PD-1 ligands B7-H1 and B7-DC on basal-like breast cancer cell
lines as well as of the co-activatory ICOS ligand B7-H2 on luminal breast
cancer cell lines were observed. Although stimulation with LPS did not
change the expression levels significantly, levels of B7-H1 and B7-DC were
significantly increased on basal-like cells upon IFN-y stimuation.
Interestingly, basal-like breast cancer cell lines were found to support T cell
activation and proliferation.Our analyses revealed that factors secreted by
these cancer cells may have stimulatory effects, whereas surface molecules
expressed on them may impose inhibitory actions. These findings indicate
that basal-like breast cancers may modulate the mechanisms for T-cell
activation and inhibition simultaneously.

Key words: Breast cancer, costimulation, B7 ligand family
This study was supported by Hacettepe University Scientific Research
Projects Coordination Unit. (BAB, Grant Number, 013D03104001).
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1.GIRIS

Meme kanseri Kklinik, morfolojik ve molekuler duzeyde farkli gosterir.
Bu heterojenite timor histopatolojisi, klinik seyir ve tedaviye verilen cevaplar
agisindan incelendiginde; butin meme kanseri gesitlerinin kendine 6zgu bir
molekuler portresi oldugu ortaya ¢ikmistir (1). Meme kanseri gen ekspresyon
profillerine gére 5 ana alt-tipe ayrilmaktadir; dstrojen reseptdri (ER)-pozitif
ve progesteron reseptort (PR)-pozitif olan Liminal A, Liminal B alt-tipleri ve
ER-negatif olan HER2-pozitif, bazal-benzeri ve normal meme benzeri alt-
tipleridir (1).

inflamasyon, kanserin temel belirteclerindendir. Cesitli immiin hiicreler
timére karsi veya timorii destekleyici 6zellik gosterir. immiin hicreler,
normal meme stromasinin énemli bilesenlerinden degildir. Ancak, edinsel ve
dogal immun sistem hucreleri meme kanserinde belirgin duzeyde artis
g6sterir. Immiin hiicre infiltrasyonu hem in situ hem de invaziv karsinomlarda
gbzlenmektedir.  immin  hiicre infiltrasyonunun  artisi, memede
tumorogenezin ilerlemesi ile paralellik gosterir.

Naif T hucrelerin aktivasyonu igin MHC/antijen kompleksinin taninmasi
yeterli degildir. T hucresinin etkin aktivasyonu i¢in ASH tarafindan saglanan
kostimulator molekullere ihtiya¢g vardir. Fakat T hucre aktivasyonunu
saglayan kostimulator molekullerin tumor mikrogevresindeki ekspresyonu
sinirli duzeydedir (2). CD28 ve B7 en iyi tanimlanmig ve kostimulasyonda en
onemli rol oynayan IgSF reseptorler ailesidir. B7 ailesi tyeleri; B7-1 (CD80),
B7-2 (CD86), B7-H2 (ICOSLG, CD275) , B7-H1 (PD-L1, CD274), B7-DC
(PD-L2, PDCD1LG2, CD273), B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCNL1) ve B7-HG6'dIr.

Meme kanserinde B7 ailesi duzeylerinin ekspresyonunun varligl veya
nasil duzenlendigine dair sinirli sayida galisma mevcuttur. Meme kanserinde,
B7-H1 (PD-L1), B7-H4 molekullerinin ekspresyonu bilinmektedir ve kotu
prognozla korelasyon gosterir (3-5). B7-H3 moleklld primer meme
kanserinde eksprese olmakta ve metastazla iligkilidir (6).

Bu calismanin amaci kapsaminda; meme kanseri hlcreleri Gzerinde

B7 ailesi molekullerinin varhdi ve ekspresyonunun inflamatuvar kosullar



altinda nasil duzenlendigi arastirlmistir. Meme kanseri hucreleri Gzerinde
yuksek duzeyde varligi saptanan kostimulator molekullerin yardimci T hicre
fonksiyonlarini nasil etkiledigi de belirlenmigtir.

Elde edilen sonuglar |iminal ve bazal-benzeri meme Kkanseri
hdcrelerinin  yardimci T hlcre aktivasyonu ve proliferasyonunu farkh
kostimulator yolaklar ile module ettigine isaret etmektedir. Bazal-benzeri
meme kanseri hucrelerinin T hucre aktivasyonunu desteklemesi ancak aktive
T lenfositlerin ylzeyinde bulunan PD-1 inhibitor reseptdrine ait ligandlar B7-

H1 ve B7-DC'’yi surekli eksprese etmesi s6z konusudur.



2.GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en sik gorulen kanser c¢esididir. Meme
kanserinin sikhdr Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya’'da; Afrika, Glney ve
Dogu Asya’daki diger bolgelere kiyasla daha yuksek seyreder (7). Meme
kanseri klinik, morfolojik ve molekiler dizeyde farkhliklar gosterir. Bu
heterojenite tiumor histopatolojisi, klinik seyir ve tedaviye verilen cevaplar
agisindan incelendiginde; butin meme kanseri gesitlerinin kendine 6zgu bir

molekuler portresi oldugu ortaya ¢ikmistir (1).

2.2. Meme Kanserinin Molekiiler Alt-Tipleri

Meme kanserinin alt-tipleri iki esas epitel hicre tipinin gen ekspresyon
profiline gore isim almiglardir. LUminal epitel hucreler normal meme
dokusunda kanal veya lobdllerin [Umenini kaplayan tek sirali hicre
tabakasini olusturur. Bazal miyoepitelyal hucreler ise luminal hucreleri
cevreleyen ikincil hicre katmanini olusturur. Bu katman bazal membran ile
dogrudan temas halindedir (1). Meme dokusunun vyapisal bilesenlerini
olusturan hucrelerin yerlesimi Sekil 2.1°’de gosterilmigtir.

Gen mikrodizin analizlerine gore; meme kanseri Ostrojen reseptoru
(estrogen receptor, ER)-pozitif ve ER-negatif olmak Uzere iki temel alt-tipe
ayrilmaktadir. Daha sonra, farkli biyolojik ve klinik 6zelliklerine gore ek alt
gruplar ayrihr (Sekil 2.2). Meme kanserlerinin yaklasik %75’ ER velveya
progesteron reseptdr (progesterone receptor, PR) pozitifligi gosterir. ER-
pozitif timorler tipik olarak liminal epitel hiicrelere 6zgu genleri ifade ederler.
Bu nedenle, bu alt-grup “Luminal” olarak adlandirilmigtir. Luminal grup kendi

arasinda Luminal A ve Luminal B seklinde iki alt gruba daha ayrilir (1).



Sekil 2.1. Meme dokusu hucreleri ve memenin dukto-lobuler (kanal-lobul)

Hucreler

[

Luminal J[Bazal

Hi.icrelerJ

yapisi (Smalley ve Ashworth (8)’'den uyarlanmigtir.)

[ ers ]
"

Luminal A Luminal B HER2 BBMK Diger alt-tipler
- ERPR+ -ER/PR+ -ER/PR- -ER/PR/HER2- || Normal-benzeri
CK8/18+ || -CK8/18 + -HER2 -CK 5/6/14/17+| | Claudin-low

amplifikasyonu | | -EGFR+ Apokrin
———
Iyi PROGNOZ Koti

Sekil 2.2. Meme kanserinin gen ekspresyon profiline gdre molekuler
siniflandirmasi. (Valentin, M.D., 2012 (1)'den uyarlanmistir).ER;
Ostrojen reseptdri, PR; progesteron reseptoérl, BBMK; bazal-

benzeri meme kanseri, CK; sitokeratin.




Meme kanserinin %20-25'ini ER-negatif timorler olusturur. ER-negatif
kanserler HER2-pozitif, bazal-benzeri ve normal meme-benzeri olmak tzere
uc alt-gruba ayriir: HER2-pozitif tGmorler, HER2 gen amplifikasyonuna
sahiptirler veya bu yolakla iligkili genleri yuksek seviyede eksprese ederler.
Normal meme-benzeri grubundaki timorler adipoz hicre ve epitel-olmayan
hacre tiplerine ait genlerin ylUksek ekspresyon profilini tasirlar.  Ayni
zamanda, dusuk seviyelerde Iiminal belirtecleri de eksprese ederler (9).
Ancak, bu alt grubun varligi arastirmacilar arasinda halen tartisma
konusudur. Bazal-benzeri alt-tipe ait timorler sitokeratin (cytokeratin, CK)5,
CK14, CK17 ve laminin gibi bazal/miyoepitel belirteglerini ylksek duzeyde
barindirirlar. Bu grupta ER, PR ve HERZ2 reseptorlerine rastlanmaz. Bu
nedenle, Uclu negatif (triple negative, TN) olarak da nitelendirilirler. Yine de
ucli negatif ve bazal-benzeri terminolojilerinin birbirinin yerini tutmadigi
bildirilmektedir (10).

Meme kanserinin yeni tanimlanan alt-tiplerinden biri de klaudin genini
dusuk duzeyde eksprese eder. Bu nedenle, bu grup Klaudin-diguk (Claudin-
low) olarak isimlendirilmistir. Bu alt-tip, siki baglanti bdlgelerinin ve hucre-
hicre adezyon molekilleri olan klaudin 3, klaudin 4, klaudin 7, occludin ve E-
kaderin ile ilgili genlerin dusuk duzeyde ifade olmalariyla karakterizedir. Bu
meme kanseri hucrelerinde epitelyal-mezenkimal dénusum (epithelial to
mesenchimal transition, EMT) surecinde rol alan ve kdk hucre ozelliklerini
yansitan genlerin yuksek ifadesi gozlenir.

Meme kanserinin en son tanimlanan alt-tipi ise Molekuler Apokrin
Tumorler (Molecular Apocrin Tumors)'dir. Bu tumarler immunhistokimyasal

olarak ER-, PR- ve androjen reseptort (AR)-pozitiftir (1).

2.2.1. Luminal A Alt-tipteki Meme Kanserleri

Ladminal A, meme kanserinin %50-60 oraniyla en sik rastlanan alt
tipidir. Meme kanallarinin liminal epitel hatti boyunca ER transkripsyon
faktorunun aktive ettigi genlerin ekspresyonuyla karakterizedir. Hucre
proliferasyonuyla ilgili genleri ise duslUk dizeyde eksprese ederler.
immiinhistokimyasal profili ER, PR, Bcl-2, liminal CK 8/18 pozitif; HER2



negatifti. Dusuk histolojik evre gosterir. Luminal A alt-tipinde GATA3
biyobelirtegleri yuksek seviyededir. Bu alt-tipteki meme kanseri hastalari iyi
prognoz gosterir ve diger alt-tiplere gore onemli dlgide dusuk relaps oranina
sahiptir. Relapstan sonra sagkalim slresi de uzun (median 2.2 yil) seyreder.
Ancak, relapslar farkli organ metastazlari ile ortaya gikabilir. Yuksek oranda
kemik metastazi, dusuk oranlarda ise merkezi sinir sistemi, karaciger ve

akciger metastazlari gézlenebilir (11).

2.2.2. Luminal B Alt-tipteki Meme Kanserleri

Meme kanserlerinin %10-20’sini Luminal B alt-tipi olusturur. LGminal A
ile karsilastirildiginda daha agresiftir ve kotl prognoz goésterir. ER dizeyi
Liminal A alt-tipine goére daha dusuktir. Memenin liminal epitel iceriklerinin,
ornegin luminal sitokeratinlerin CK8/18, ER ve ER aktivasyonunuyla-iligkili
genlerin (siklin D1 gibi) ekspresyon paternini tasir. Iki alt-tip arasindaki esas
biyolojik farklihk, MKI67, MYBL2 ve siklin B1 gibi proliferasyon genlerinin
ekspresyonlarindaki artistir. Liminal B’de epidermal blyume faktori
reseptord (epidermal growth factor receptor, EGFR) ve HER2 ekspresyonu
da go6zlenebilir. Meme kanserinde, fosfatidilinozitol 3 kinaz (PI3K) sinyal
yolagi aktivasyonu mevcuttur. ERBB2/HER?2 aktivasyonu, PTEN gibi negatif
dizenleyicilerin kaybi, Akt ve PIK3CA amplifikasyonlari meme kanserinde
gosterilmistir. Preklinik calismalar PI3K sinyal yolaginda yer alan genlerin
ekspresyon artigini Luminal B alt-tipindeki meme kanserlerinin bir ozelligi

olarak tanimlamistir (11-14).

2.2.3. HER2-Pozitif Alt-tipteki Meme Kanserleri

Meme kanserlerinin yaklasik %15-20’sini HER2-pozitif alt-tipi
olusturur. HER2, EGFR ailesine ait bir reseptor tirozin kinaz (RTK)'dir (15).
HER2 17912 kromozom bodlgesinde bulunur. HER2-pozitif meme kanseri,
HER2 geni ve HER2 sinyal yolagiyla iliskili genlerin yuksek ekspresyonuyla
veya amplifikasyonuyla karakterizedir. (11). HERZ2'nin alt sinyal yolaklarina
sinyal iletebilmesi icin diger ERBB (HER olarak da bilinir) ailesi UGyeleri
(EGFR, ERBB3, ERBBA4) ile dimerizasyonu veya oligomerizasyonu gereklidir.



HER2 geninin amplifiye olmasi durumunda rastgele dimerizasyonlar
gerceklesir ve sinyal iletiminde artis gozlenir (15).

HER2-pozitif timorlerde hicresel proliferasyonla iligkili genler asiri
dizeyde ifade bulur. Bu timorlerin %75'i ileri histolojik evrededir ve %40‘tan
fazlasi p53 mutasyonlarini tasir. Imminhistokimyasal profili, ER-
negatif/HER2-pozitif olan tumorlerin sadece %70’inin HER2 proteinini asiri
duzeyde eksprese ettigi bulunmustur. Ayrica, mikrodizin analizlerine gore
batin HER2 amplifikasyonu veya asiri ekspresyonu gdsteren tumdrlerin de
bu alt-gruba dahil edilemeyecegdi sonucuna varilmigtir. Ornegin, klinik olarak
ER/HER2-pozitif timorlerin dnemli bir bolima molekuler olarak Liminal B alt-
grubuna girer. HER2 amplifikasyonuna sahip timoérler de kendi aralarinda
klinik sagkalim agisindan 3 alt-gruba ayrilir. ilk grup, %12 oraninda 10 yillik
sagkalim gosterir ve kotu prognoza sahiptir. Diger gruplar ise, %50 ve %55
oranlarinda 10 yilhik sagkalim gosterirler. Bu durum, timorlerin iyi ve kotu
prognoza goére derecelendiriimesini saglamis ve HER’nin prognostik belirte¢

olarak kullanilmasina yol agcmistir (11).

2.2.4. Bazal-benzeri Alt-tipteki Meme Kanserleri

Meme kanserlerinin  %10-20’sini bazal-benzeri alt-tip olusturur.
Genellikle bazal/miyoepitel hicre belirteglerini ylksek dizeyde eksprese
ederler. Bunlar, yliksek molekuler agirlik gosteren sitokeratinler CK5, CKB6,
CK14, CK17, vimentin, P-kaderin, caveolinl, caveolin2, nestin, CD44 ve
EGFR’dir. Ayrica, Iuminal epitel genleri olan CK8/18 ve c-Kit de eksprese
edebilirler. Ancak, bu genlerin ifade seviyeleri [liminal alt-tipteki kanserlerden
belirgin seviyede dusuktur. Bazal-benzeri timorler yuksek mitotik indeks,
nekroz, yayillim ve belirgin lenfositik infiltrasyon ile karakterize invaziv duktal
karsinom Ozelliklerini tasimaktadir. Bazal-benzeri meme kanserleri, siklikla
merkezi sinir  sistemine ve lenf dugumlerine metastaz yapar.
immiinhistokimyasal profili, ER-, PR- ve HER2-negatiftir. Bu nedenle Ugli
negatif de denir. Bazal-benzeri alt-tipi belirlemek igin immunhistokimyasal
olarak 5 belirte¢ belirlenmistir: ER, PR, HER2, EGFR ve CK5/6 (11). Bu tip

kanserlerde integrin molekullerinin ekspresyonunda da duzensizlikler



saptanmigtir. Bazal-benzeri meme kanseriyle iliskili pek ¢ok gen, hucre
proliferasyonu, sagkalimi, migrasyonu ve invazyonunu destekler. Bu surecte
cok cesitli sinyal yolaklari rol oynasa da mitojen-aktiflenmis protein kinaz
(mitogen-activated protein kinase, MAPK), PI3K-AKT ve nukleer faktor-kB
(nuclear factor-kB, NF-kB) en ¢ok dizensizlik gdsteren sinyal yolaklaridir (1).
Bazal-benzeri meme kanserinde Wnt sinyal yolaginin aktivasyonu da
g6zlenmektedir. Sitoplazmada ve c¢ekirdekte [-katenin birikimi so6z
konusudur. insan meme timérlerinde ve fare modellerinde aktive olan Wnt
sinyal yolaginin meme tumaorogenezini destekledigi gosterilmistir (16, 17) .
Bazal-benzeri tUmorler, IUminal alt-tipteki timorlere goére daha koétu
prognoz gosterir. Bu timorlerin tasidiklari p53 mutasyonlari agresifliginin ve
koth prognozunun kaniti niteligindedir. BRCA1 geninde germ-line mutasyon
tasiyan timorler de bu gruba girmektedir. BRCA1, DNA tamirinde énemli rol
oynar. BRCAZ'in mutasyonlari nedeniyle inaktivasyonu, tumor blyumesiyle

iliskili genetik instabilitenin olusmasina yol agar (11).

2.2.5. Normal Meme-Benzeri Alt-tipteki Meme Kanserleri

Meme kanserlerinin %5-10’unu normal meme-benzeri alt-tip olusturur.
Adipoz doku genlerinin ekspresyonuyla karakterizedir. Normal meme-benzeri
alt-tipinin prognozu liminal alt-tipe kiyasla daha koétl, bazal-benzeri alt-tipe
kiyasla ise daha iyidir. Bazal-benzeri alt-tipteki meme kanserleri gibi Gg¢li
negatif immunhistokimyasal profile sahiptirler. Ancak, bazal-benzeri alt-tipte
gorulen CK5 ve EGFR genlerini eksprese etmezler (11). Bazi aragtirmacilar
mikrodizin c¢alismalari sirasinda timoér dokusunun adipoz/bag doku ile
yuksek kontaminasyonu nedeniyle bu grubun belirlendigini disunmektedir
(18) .

2.2.6. Klaudin dusiik Alt-tipteki Meme Kanserleri

Siki baglanti ve hucreler arasi adezyon molekilleriyle ilgili genlerin
dusuk ekspresyonlariyla karakterizedir. Klaudin 3, klaudin 4, klaudin 7,
cingulin, ocludin ve E-kaderin ekpresyonu eksikliklerinden dolayi “Klaudin-

dusuk (claudin low)” adini alirlar. Hiyerarsik gruplamada bu alt-tip bazal-



benzeri alt grubun yaninda yer alir. Ancak, bazal-benzeri alt-grubun aksine
tumorde immun infiltrasyonun artmasini indukledigi bilinen 40 adet geni asiri
duzeyde eksprese eder. Bu tumorlerde hucre c¢ogalmasiyla iligkili genler
dusuk duzeyde ifade olmasina ragmen koti prognoz goérulir. Epitelyal-
mezenkimal gecis (EMT) ve mezekimal farklilasma ile ilgili genlerin
ekspresyonlari sebebiyle “kanser kok hicre” (cancer stem cell, CSC) fenotipi
kazanirlar. Imminhistokimyasal olarak Ugli negatif olarak nitelendirilirler.
Ancak, bazal-benzeri alt-tipte oldugu gibi klaudin-duslk alt-tipinde vakalarin
yaklasik %20’sinin hormon reseptoru pozitifligi de gosterebilecegdi bildiriimigtir
(1, 11).

2.2.7. Apokrin Alt-tipteki Meme Kanserleri

Apokrin tumorler, invaziv duktal karsinomlarin bir alt-tipi olarak
tanimlanmiglardir. Bu tumorler, androjen reseptori (AR) ekspresyonuyla
karakterizedir. Fakat ER ve PR ekpresyonu yoktur. Apokrin tipteki
kanserlerde siklikla HER2nin asin ekspresyonu goérulmektedir. HER2

ekspresyonu olmayan apokrin timorler Uglu negatif fenotipine girer.

2.3. Meme Kanserine Kargi immiin Yanitlar
Lokosit infiltrasyonu ve timor mikrogevresinde yer alan hcre tipleri
meme dokusunun neoplastik dénusiminde ve kanserin progresyonunda

onemli etkilere sahiptir (19).

2.3.1. Meme Kanseri ve inflamasyon

inflamasyon, kanserin temel belirteclerindendir. Cesitli immiin hiicreler
timodre kargl veya timorl destekleyici fonksiyon gésterir. inflamasyon ve
kanser arasindaki iligki iki yolak altinda incelenmektedir: intrinsik yolak ve
ekstrinsik yolak (Sekil 2.3). intrinsik yolak, neoplaziye sebep olan genetik
degisikliklerle aktive olur. Bu degisiklikler, mutasyon sonucu onkogen
aktivasyonu, kromozom rearanjmani veya amplifikasyonu ve tUmor
baskilayici genlerin inaktivasyonudur. Bu slrecte, transforme olan hicrelerin

inflamatuvar aracilar Uretmesi nedeniyle inflamatuvar bir mikrogevre olusur.
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Meme kanserinde de bu yolak ¢alismaktadir. Ekstrinsik yolakta ise, patojen
veya yaralanma sonucu olusan inflamasyon ve enfeksyon kanser gelisimi
riskini artirir. Her iki yolak da, timoér hlcrelerindeki benzer transkripsyon
faktorlerini aktive eder. Bu sUregte yer alan en énemli transkripsyon faktorleri,
nikleer faktor-kB (NF-kB), signal tarancducer and activator of transcription 3
(STAT3), hypoxia-inducible factor 1a (HIF1a)'dir. Bu transkripsyon faktorleri
sitokinler ve kemokinler gibi inlamatuvar aracilarin ve siklooksijenaz 2
(COX2)’nin Uretimini duzenler. Bu sayede tumor dokusuna cgesitli I0kositler
cagirihr ve aktive edilirler. Uretilen inflamatuvar sitokinler de stromal hiicreler
ve tumor hucrelerinde yine benzer transkripsyon faktorlerini uyarirlar.
Bdylece, inflamatuvar aracilarin dizeyi yukselir ve kanser mikrogevresi
gelisir. Kanser nedenli inflamasyonun alevlenmesinin timoéri destekleyen
pek cok yani vardir. Hicre proliferasyonu, sagkalimi, epitelyal mezenkimal
doénusum, anjiyogenez, tumaor hdcresinin migrasyonu, invazyonu ve metastaz

desteklenirken, 6zellikle edinsel anti-timor immuan yanitlar inhibe edilir
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Ekstrinsik Yolak intrinsik Yolak

TUmor hiicrelerinde transkripsyon faktorleri
(NF-kB, STAT3, HIF1a) aktivasyonu

|

Tumor hiicreleri tarafindan Uretilen kemokinler,
sitokinler, prostoglandinler (ve COX2)

|

inflamatuvar hiicreler

0

Miyeloid kokenli

Makrofaj
) baskilayici hiicre

° Mast hiicresi ’
Eozinofil Notrofil
inflamatuvar hiicrelerde, stromal hiicrelerde ve
timor hiicrelerinde transkripsyon faktorleri
(NF-kB, STAT3, HIF 1a) aktivasyonu

Kemokinlerin, sitokinlerin, prostoglandinlerin
(ve COX2) uretimi

.

Kanser-iligkili inflamasyon I

|

Sekil 2.3 Kanser gelisiminde etkili inflamatuvar yolaklar (Mantovani ve ark.

(20)'den uyarlanmisgtir).
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immin hiicreler, normal meme stromasinin  6nemli bilesenleri
arasinda degildir. Ancak, edinsel ve dogal immun sistem hucreleri meme
timéri dokusunda belirgin diizeyde artis gdsterir. immiin hiicre infiltrasyonu
hem in situ hem de invaziv karsinomlarda gdzlenmektedir. immiin hicre
artisi, memede tumdrogenezin ilerlemesi ile paralellik gosterir (Sekil 2.4).
Tumor mikrogevresinde hem dogal bagisikhk hucreleri, dogal oldurtcu
(natural killer, NK) hicreler, dogal élduricu T (natural killer T, NKT) hticreleri,
makrofajlar ve dendritik hicreler (DC), hem de edinsel bagisiklik hicreleri;

yardimci T hadcreleri, sitotoksik T hucreleri ve B hucreleri bulunur (19).

Normal meme

Duktal karsinom

insitu

Invaziv meme
karsinomu

Sekil 2.4. Meme kanseri gelisimi immudn hdcrelerin bol infiltrasyonu ile
karakterizedir. Normal, pre-malin ve malin timodrlerin
hematoksilen ve eozin (H&E) boyasi ile boyanmis temsili
fotograflari gésterilmigtir. Kirmizi oklar timaore infiltre olan immun
hicreleri  goéstermektedir (DeNardo ve ark., (19)den

uyarlanmistir).
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Dogal bagisiklik hucreleri dokunun tamirinde ve yeniden
sekillendiriimesinde gorev alir. Bu hudcreler tarafindan salgilanan faktorler
genellikle timor blyumesini  destekler (21). Makrofajlar salgilanan
proinflamatuvar sitokinlerin ana kaynagidir. Bu hicreler genellikle tip 1 (M1)
veya tip 2 (M2) fenotipinde bulunurlar. M1’lerden salgilanan IL-12, yardimci T
hiacre 1 (Th1) gelisimine ve anti-tumor sitotoksik etkilerine yardimi olur (22).
M2’ler immun baskilayici sitokinler salgilar ve tGmaor hicrelerinin baylimesini
destekler. Tumor-iligkili makrofajlar (TAM’lar) genellikle M2 fenotipindedirler.
Bu hucrelerin infiltrasyonu pek ¢ok kanserde kotu prognozun belirtecidir.
TAM'lar invazyon ve metastazi artiran pek ¢ok proteaz salgilar. Salgiladiklari
sitokinler timoére 6zgll edinsel immun yanitlari inhibe eder ve anjiyogenik
faktorler de neovaskulerizasyonu artirir (23).

Miyeloid kokenli baskilayici hicreler (Myeloid-derived suppressor
cells, MDSC’ler), kanser blyumesine destek olan baska bir grup dogal
immun sistem hacreleridir. MDSC’ler miyeloid 6ncullerden matir miyeloid
hicre olusumunun engellendidi kronik inflamasyon sirasinda olusurlar. Bu
hicreler edinsel immdn yanitlarn gesitli mekanizmalarla inhibe ederler.
Salgiladiklar1 faktorlerle duizenleyici T hicreleri (regulatory T cells, Treg)
uyarirlar. Ayrica, MDSC’lerin anti-tumor immuniteyi yardimci T hicre 2 (Th2)
yanitlarina dénustirmede rol oynadi§i da gdsterilmistir (Sinha, P. ve ark.
2007).

Diger immun sistem hacreleri; nétrofiller, mast hicreleri ve eozinofiller
de proliferatif dzellikteki tUmor mikrogevresinin olusumuna katkida bulunur
(21). Ayrica, dendritik hicreler (DC), etkin anti-timér imman yanitlarin
uyarilmasinda kritik 6neme sahiptir. Tumor mikrogevresinde yer alan DC’ler
ve diger profesyonel antijen sunucu hicreler, T hucreleri uyarmakta basarisiz
olarak timorun immun sistemden kacgigina yardimci olabilirler (24). Adaptif
immun sistem hicreleri de tumor buyimesine yardimci olabilir. B hucrelerinin
de dogal immun sistem hucrelerinin timoére yonelmesinde onemli rol

oynayabildigi gosterilmistir (25).
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2.3.2 Meme Kanserinde T Huicre Yanitlari

Tumore 6zgul immun yanitlar, matur antijien sonucu hucreler ve pro-
inflamatuvar cevre arasindaki etkilesimler tarafindan yénetilir (26). CD4"
yardimci T hucreler, inflamatuvar slreclerde anahtar rol Ustlenir. Yardimci T
hdcrelerin alt gruplari; Thl, Th2, Th9, Treg, Th1l7 ve Th22, farkli inflamasyon
tiplerini desteklemek Uzere Ozellesmiglerdir. Salgiladiklari sitokinler 6zgul
immun yanitlarin olugmasina olanak saglar. Tumor gelisimi sirasinda tum
yardimci T hdcre alt-tiplerinin farkl sekillerde fonksiyon gérdugu bilinmektedir
(Sekil 2.5).

Tumor ilerlemesi
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Sekil 2.5. Tumor gelisimi suresince T hicre yanitlarinin polarizasyonu

(Johansson, M. (26)’dan uyarlanmistir.

Thl alt tipindeki CD4" sitotoksik T lenfosit (CTL) aktivasyonunu,
immunglobulin (Ig)G2a ve IgG3 Uretimini destekler (27). Bu sayede hicre igi
patojenler dahil, pek ¢ok enfeksiydz mikroorganizmanin yok edilmesinde
onemli rol oynarlar. Kanser gelisiminde, interferon (IFN)-aracili anti-tumaor

immunite, Th1 yanitlarini dizenler (28). Th1 polarizasyonu, T hucre reseptor
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(TCR) aktivasyonunun STAT1 sinyal yolagi araciligiyla gerceklesmesi ile
olusur. Bu yolagl uyaran sinyaller IL-12 reseptoru IL-12RB2 zincirinin
ekspresyonunu artirir (29). Bdylece, Th1 farklilagsmasi igin gerekli olan IL-12
daha yuksek duzeyde algilanir. Bu durum IFN-y ve IL-18R-a ekspresyonunu
da uyarir. Matur Th1 efektor hicreler TCR-bagimh yolaklarla IFN-y Uretir;
ancak, IL-12 ve IL-18 ile aktive edilirlerse antijen uyarimindan bagimsiz
olarak da sitokin Uretebilmektedir (26). Th1 hucreleri dendritik hicrelerin
uyarimiyla akut inflamasyonu indikler ve CTL olusumunu destekler. [L-12,
IFN-y, TNF-a ve IL-2 gibi sitokinler ve tumor hucrelerinden eksprese edilen
pek ¢ok timodre 6zgul antijenler (mutant veya aberan eksprese edilen p53,
IFGBP-2, HER2 ve hTERT gibi) CTL’lerin c¢ogalmasini, timore

infiltrasyonunu ve timar hicrelerinin éldurtlmesini saglar (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. CTL'ler tarafindan tumoran reddi. Gri sekiller lizize ugrayan ve 6lu

tumor hucrelerini gostermektedir (Disis, M (30)’den uyarlanmistir)

Th2 hucrelerinin tumorua ilerletme kapasiteleri iyi bilinmektedir. Meme
kanseri, yuksek seviyede IL-4, IL-13 ve TNFa eksprese eden Th2 hicrelerini
infiltre edilebilir (31). Bu hucreler, dendritik hicrelerin timoérden salgilanan
timik stromal lenfopoietin (thymic stromal lymphopoietin, TSLP)ye yanit
olarak eksprese ettikleri OX40 ligand (OX40L) tarafindan ydnlendirilirler

(Sekil 2.7) (32). Th2 hucrelerinin IL-13 Uretimi agisindan insan Ozellikleri
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tasiyan farelerde meme kanserinin buyumesini artirdigi gosterilmistir (31). IL-
13, miyeloid hicrelerin TGFR Uretimini uyarir. Bu durum, Treg hucrelerinin
gelisimini tetikler ve sitotoksik T lenfositleri baskilar (33). Meme kanseri
hacreleri IL-13 uyarimina yanit olarak STAT6 (phospho-signal tranceducer
and activator of transcription 6) eksprese eder. Boylece kanser hlicrelerinde
anti-apoptotik yolaklar aktive olur. Ayrica, bu durumun sitotoksik CD8" T
hicrelere ve sitotoksik ilaglara direncle de ilgisi olabilir (34). Transgenik
meme kanseri modelinde IL-4'Un ise TAM’larin M2 fenotipine gegisini
sagladigr gosterilmigtir (35). Th2’ler tumor mikrogevresinde IL-4 ve IL-13
salgilayarak dogrudan veya makrofajlar araciligiyla dolayli olarak tumor
gelisimini destekler. Dogrudan etkileri, epitel kanser hucreleri Uzerinde anti-
apoptotik yolaklari veya steroid metabolizmasini ¢alistirmasidir. Dolayli
etkileri ise, TAM’larin EGF ve pro-anjiyojenik VEGF ekspresyonunu
artirmaktir. Ayrica, TAM’lar indUklenebilen nitrik oksit sentaz (iINOS) ve
arjinaz eksprese ederek CD8" T hicre proliferasyonunu baskilar. Klinik
olarak, Th2 hucreleri ve transkripsyon faktori GATA-3 meme kanseri
hastalarinin lenf dugumlerinde arttigi gozlenmigtir. Bu artig hastaligin

ilerlemesini hizlandirir ve sagkalim oranlarini digurur (36) (Bkz. Sekil 2.5).
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Sekil 2.7 Th2-tipi immun vyanitlarin TSLP ile indUklenmesi. Tumor
mikrogevresinde bulunan DC’ler timdrden salgilanan faktérlere
maruz kaldiginda, ekprese ettikleri OX40L ile Th2-tip
inflamasyonu  baslatir.  (Coussens ve ark.,, (36)den

uyarlanmigtir).

CD4" hicrelerin bir diger sinifi dizenleyici T (Treg) hicreleridir.
Treg’ler, transkripson faktorl FoxP3’U yuksek duzeyde tasir ve 6zgul immin
yanitlari ve inflamasyonu baskilar (37). T hidcre reseptdorinun antijenle
uyarimi, IL-2 salinimi ve transforme edici buyime faktéri-B (TGF-B)
varliginda Foxp3 induklenir (38). Treg'ler sitotoksik T lenfositlerin efektor
etkilerini baskilar ve otoimmun hastaliklardan korunmada énemli rolleri vardir
(39, 40). Treg hucrelerinin, timusta bulunan dogal Treg hucreleri ve periferal
dokularda farkhlasan adaptif Treg hucreleri olarak tanimlanan iki alt grubu
bulunmaktadir. Dogal Treg hicreleri CD4'CD25'FoxP3" hiicrelerdir ve

timusta bicimlendirilirler (40). Dogal Treg’'ler hicre yuzey molekdlleri olan
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CTLA4, membran bagimli TGF-@ ile immun yanitlari baskilarlar. Adaptif Treg
hiicreleri CD4'CD25*FoxP3"°" hiicrelerdir ve IL-10, TGF-B varliginda
periferal dokularda bigimlenirler. Adaptif Treg hucreleri IL-10 ve TGF-
salgilayarak immun yanitlari baskilar (Bkz. Sekil 2.6).

Treg'lerin aktivasyonu icin TCR uyarimi gereklidir. Ancak, Treg hucresi
bir kez aktive oldu mu koru korune diger T hacreleri baskilar (27). Treg
hicrelerinin dort temel baskilama mekanizmasi; inhibitér sitokinler IL-10, IL-
35, TGFB aracili baskilama, sitoliz (granzim-A, granzim-B ve perforin-
bagimli) ile baskilama, metabolik bozulma ve DC’lerin maturasyonunu veya
fonksiyonunu  degistirerek baskilama olarak siralanabilir. Metabolik
bozulmada Treg hucresi IL-2’ye ylksek afinite gosteren CD25 molekulini
eksprese eder. CD25 IL-2R2a alt birimidir ve ortamdaki IL-2’yi baglayarak
uzaklastirir. Ayrica, silkik AMP (cAMP) aracili baskilama veya CD39-CD73,
adenozin reseptor 2A aracili baskilama da metabolik diuzeyde gerceklesir.
DC hedeflendiginde ise, lenfosit aktive edici gen 3 (LAG3)-MHC sinif Il aracil
baskilama yapar ve CTLA-4-CD80/CD86 etkilesimi ise immunsupresif bir
molekul olan indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)nun eksprese edilmesini
saglar (Sekil 2.8).

Meme kanserinde Treg hucreleri FoxP3 pozitifligi gdsterir ve timaorin
agresiflesmesine paralel olarak artis gésterir. invaziv meme kanserlerinde
bulunan yiiksek sayidaki FoxP3" T hicreleri hastalarin sag kalimindaki

dugusle korelasyon gosterir (41).
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Sekil 2.8 Treg hucreleri tarafindan kullanilan baskilama mekanizmalari.
Sitokin aracili baskilama, sitoliz, metabolik bozulma ve DC’lerin
baskilanmasi  gdsterilmektedir (Dario ve ark. (42)den

uyarlanmistir).

Naif T hdcrelerden Th17 gelisimi TGF-B ve IL-6 varliginda meydana
gelir (43). IL-1, IL-18 ve IL-23 varliginda uyariimis Th17 hucrelerinde sitokin
Uretimi daha da glglenir (27). CD4" Th17 hiicreleri hiicre digi bakterilerin yok
edilmesine, otoimmun hastaliklarda granulositlerin gogunu ve IgM, 1gG, IgA
ekspresyonunu saglayarak katkida bulunur (27). Tumore infiltre Th17
hicreleri disik dizeyde anti-inflamatuvar sitokin olan IL-10 da eksprese
ederler ancak bu htcrelerin ¢ok buyuk bir bolimu efektor sitokinler olan IL-2,
granulosit-makrofaj koloni-stimule edici faktor (GM-CSF), IFN-y ve tUmor
nekroz faktor (TNF) dretirler (44). IL-17 ve IFN-y, tUmor hlcrelerinden
CXCL9 ve CXCL10 kemokinlerinin ekspresyonunu uyarir. Bu durum
sitotoksik CD8" T hiicrelerinin tiimére yonelmesine yol agar. Bu hiicrelerin
esas protumoral etkileri anjiyogenezle ilgilidir. Miyeloid hucrelerin timor

mikrogevresine gogune ve notrofillerin elastaz salgilamasina yol agarlar.
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2.4 Kostimulasyon

Dokuda yerlesen antijen sunan hucreler (ASH), antijenin hucre
icerisine alinmasi ve sunulmasinda mukemmel rol Ustlenirler. Ancak,
bunlarin neoplastik dokuda anti-tumor immun yanitlarin en etkin oyuncusu
olan T hdcreyi uyarma yetenekleri sinirhdir. Naif T hucrelerin aktivasyonu igin
MHC/antijen kompleksinin taninmasi yeterli degildir. T hucresinin etkin
aktivasyonu igin ASH tarafindan saglanan kostimulator molekdllere ihtiyag
vardir. Fakat T hucre aktivasyonunu saglayan kostimulator molekullerin
tumor mikrogevresindeki ekspresyonu sinirli  duzeydedir (2). Ancak,
kostimulatér molekdllerin bazi tumaor hucrelerinin ylizeyinde (6rnegin, akut
miyeloid I6semiler, B hicreli lenfoma, multipl myeloma gibi) eksprese oldugu
bildiriimektedir. Bu kostimuilatér molekiller immin yanitta aktivasyon,
dizenleme ve inhibisyon gibi farkli etkileri bulunmaktadir.

Bir ¢ok ko-sinyal molekuli immin immunglobulin slperailesi
(Immunoglobulin superfamily, IgSF) veya tumor nekroz faktorl superailesi
(tumor necrosis factor superfamily, TNFRSF) ayesidir. B7 kostimulasyon
molekul ailesi IgSF iginde yer almaktadir. Ayrica, CD150 sinyali lenfositik
aktivasyon molekuld (SLAM) ve CD2 kostimulasyon molekul aileleri de

bulunmaktadir.

2.4.1 B7 Kostimulator Ligand Ailesi

CD28 ve B7 en iyi tanimlanmis ve kostimulasyonda en 6nemli rol
oynayan IgSF reseptorler ailesidir. CD28 ailesi Uyeleri iki istisna diginda B7
ailesi Uyeleri ile etkilesirler. Bunlardan birisi TNFRSF14’e baglanan ko-
inhibitor reseptor; B ve T lenfosit attentie edici (BTLA) molekull, digeri ise
dogal oldurucu hucre p30-iligkili protein (NKp30)’a baglanan B7-H6’dir (45).
B7 ailesinin ko-aktivator reseptorler ile etkilesimi immuan yanitlari guclendirir.
Ancak, bazi B7 molekulleri ko-inhibitor reseptorler ile etkilesir ve immun
cevaplarin sonlandiriimasinda rol alir (46). B7 ailesi uyeleri; B7-1 (CD80),
B7-2 (CD86), B7-H2 (ICOSLG, CD275), B7-H1 (PD-L1, CD274), B7-DC (PD-
L2, PDCD1LG2, CD273), B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCNL1) ve B7-H6’dIr.
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T hucrede bulunan kostimulator reseptor sitotoksin T hlcre antijen 4
(Cytotoxic T lymphocyte antigene 4, CTLA-4, CD28, induklenebilir T hlcre
kostimulator (Inducible T cell costimulator, ICOS) ve programli hiicre 6lumu
(programmed cell death 1, PD-1) tek bir immunglobulin degisken (IgV)
bdlgesinden olusur. B7-1, B7-2, B7-DC, B7-H1, B7-H2, B7-H3, B7-H4 ise
benzer yapisal ozellikler tagirlar. Membrana yakin olan immunglobulin sabit
(IgC) bdlgesi ve uzak olan IgV bélgelerinden olusurlar (47) (Sekil 2.9).

B7 ligand ailesinin hem aktivator hem de inhibitor 6zellik gosteren
ayeleri vardir. B7-1 ve B7-2 baglandiklari reseptore gore T hucreleri aktive
edici veya inhibe edici sinyaller gonderebilirler. B7-H2 molekulli de aktive
edici sinyal génderen molekullerdendir. B7-H1, B7-H4 ve B7-DC molekdlleri
ise inhibitér sinyaller gonderen ko-inhibitér molekdllerdir (Sekil 2.11). Ayrica

B7-H3 hem aktivator hem de inhibitor sinyaller gdnderen B7 ligandidir.
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Sekil 2.9. B7 ligand ailesi ve reseptorlerinin yapisi (Zou ve Chen (48)’'den

uyarlanmistir). ASH, antijen sunan hucre.

T hacre aktivasyonu igin, antijenle uyarim ve ikincil uyarimin gerekli
oldugu klasik “iki sinyal” hipotezi olusturulmustur. Naif CD4" ve CD8" T

hicreler surekli olarak CD28 eksprese ederler. CD28'in antijen sunucu
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hicreler Uzerinde bulunan B7-1 ve B7-2 ile baglanmasi T hucrelerin
buyumesi ve sagkalimi icin gerekli ikinci sinyali olugturur. T hucre
aktivasyonu sonucu eksprese olan CTLA-4 T hicre yanitlarini inhibe
edebilecek sinyaller ileten bir reseptdrdir. CTLA-4’Un ekspresyonu arttikga,
CD28 endositoz ile hicre yuzeyinden uzaklastirilir (49). Antijen sunucu hucre
aktivasyonuyla B7-1 ve B7-2 molekullerinin ekspresyonu dizenlenir. B7-2’nin
ASH’ler Uzerinde dusuk seviyelerde ekspresyonu devamli olarak bulunur.
ASH’lerin enfeksiyon, stres veya hlcre hasarlarini tanimasindan sonra B7-1
ve B7-2 molekullerinin ekspresyonlari uyarilir. Bu nedenle, T hucreler ve
ASH’ler Uzerindeki reseptorlerin ve ligandlarin dizenlenmesi, T hucrelerin
aktivasyonu ve yabanci antijenlere kargi yanitlarinin yani sira anormal veya

otoreaktif T hicre yanitlarinin kontroli icin de gereklidir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 B7-CD28 ligand-reseptor iligkisinin modellemesi T hiicrenin ikinci
sinyaller araciligi ile uyariimasi ve daha sonra baskilanmasi. IDO,

indolamin 2,3-dioksijenaz (Chen ve Flies (45)'den uyarlanmistir).
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Bazi kostimulator molekullerin etkilesimleri iki yonde de sinyal iletimini
tetikler. Ornegin, dendritik hiicreler lzerinde bulunan B7-1 ve B7-2nin
CTLA-4 ile baglanmasi indolamin 2,3-dioksijenaz ekspresyonunu uyarir. IDO,
ortamdaki triptofani azaltir ve bu sayede T hucrelerin fonksiyonlarinin
baskilanmasini saglar (Sekil 2.11). Ayrica, B7-1 eksprese eden T hiicrelerin
B7-H1 eksprese eden T hucrelerle etkilesmesi sonucunda inhibitor sinyaller
her iki T hicreye de ulasir (50, 51). Ayrica, B7-H1-PD1 etkilesimlerinde de iki
yonlU sinyal iletimi olusmaktadir. PD-1, T hicrelerde B7-H1 ile baglanmasini

takiben inhibitor sinyaller gonderir.
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Sekil 2.11 T hucrelerde ko-sinyal etkilesimleri (Chen ve Flies (45)’den

uyarlanmigtir)
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CD28 molekulunin pek c¢ok fonksiyonu sitoplazmik kuyruklarinda
bulunan YMNM ve PYAP motifleri araciligyla olusur. Proksimal YMNM motifi
PI3K sinyal yolagiyla iligkilidir. CD28-PI3K-AKT yolaginin aktivasyonu, NFkB
aktivasyonuyla beraber T hucrelerin ¢cogalmasini ve sag kalimini destekler
(52). ICOS’da bulunan proksimal motif PI3K yolaginin aktivasyonunu daha
yuksek seviyede yapar boylece CD28 ile karsilastirildiginda AKT sinyalleri
guclt uyarilir. ICOS ayrica C-MAF yolagi araciligiyla IL-4 Uretimini de tetikler
(53). Ko-inhibitér molekuller BTLA, PD-1 ve CTLA-4 T hicre aktivasyonunu
ve fonksiyonlarini hicre-ici SH2 bdlgesi-igeren tirozin fosfatazlar (Src
homology region 2 domain-containing phosphatase-1, SHP1) ve SHP2
araciliiyla baskilar. Bu fosfatazlarin defosforilasyonu T hicrelerin ko-
stimllasyonu igin elzemdir. PD-1 ayrica RAS-ERK sinyal yolagini da baskilar
(Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 CD28 ailesi reseptorlerinin ko-stimulatdér ve ko-inhibitér sinyal

yolaklari (Chen ve Flies (45)'den uyarlanmistir).
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immiin kontrol molekiillerinden olan PD-1 ve ligandi PD-L1, PD-L2
ekspresyonu T hucre yanitlarini dizenleyen inhibitor yolaklarinin basinda
gelir. T4mor ve timore infiltre miyeloid hicrelerde PD-L1 ekspresyonu, PD-1
eksprese eden T hucreler uzerinde inhibe edici sinyaller gonderir ve tumor
hdcrelerinin immun gozetimden kagisini saglar. Tumor mikro cevresinde
sirekli olarak antijenlere maruz kalan CD4" T hiicreler ve CD8" T hiicreler
PD-1 eksprese ederler. Kronik viral enfeksyonlarda, PD-1 sinyal yolaginin
blokaj CD8" T vyanitlarini artirmistir (54, 55) Bunun aksine, bagka
calismalarda konvansiyonel kemoterapinin PD-L1 eksprese eden
makrofajlarin  sayisini artirdigi ve CD8" T hicrelerini inhibe ettigi
gOsterilmistir(55).

Aktive T hucreler Uzerinde eksprese olan PD-1 ko-reseptérinin ve
periferal dokularda ve aktive T hucre, B hicre, monosit ve DC’lerde
ekspresyonu bilinen PD-1 ligandlari B7-H1 (PD-L1) ve B7-DC (PD-L2)'nin (2)
etkileserek  immansupresif  bir timoér mikrogevresi  olusturdugunu
gOsterilmistir. B7-H1 normal meme dokusunda eksprese olmaz, fakat meme
kanseri doku orneklerinde ER-pozitif timorlerde %21, ER-negatif timorlerde
ise %45 oranlarinda B7-H1 pozitifligi gosterilmigtir (3). Ayrica bazi meme
kanseri hicre hatlarinda da surekli ekspresyonunun oldugu bilinmektedir(56).
B7-H1 polimorfizmlerinin sporadik meme kanseriyle iliskili oldugu da Hua ve
arkadaslar tarafindan gosterilmistir (57). Tumdérde B7-H1 ekspresyonu, ER-
negatif/PR-negatif timorlerde Evre Il ile iligkilidir. Evre 1l ve HER2-pozitif
meme tumodrlerine infiltre olan lenfositlerde PD-1 pozitifliginin timdr boyutu
arttikca yukseldigi gosterilmistir. Ayrica, meme kanseri doku orneklerinde B7-
H1 ekspresyonu ile FoxP3" Treg infiltrasyonu arasinda korelasyon
belirlenmistir (58). Tumoérde B7-H1 ekspresyonu, FoxP3" Treg ve PD-1°
lenfositlerin infiltrasyonu yuksek histolojik evre ile iligkilidir (3, 59). B7-H1
ekspresyonu, IFN-y basta olmak Uzere pek c¢ok sitokin tarafindan
duzenlenir(60). Birgok hucre hattiyla yapilan galigmalarda IFN-y’nin, B7-H1
ekspresyonunu yuksek seviyelere ¢ikardigr bulunmustur (59). IFN-y, normal

epitel hucrelerinde, vaskuler endotelyal hucrelerde ve miyeloid DC’lerde B7-
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H1 ekspresyonunu artirir (3, 59). B7-H1 eksprese eden kanser hicreleri de
bu baglanmanin sonucunda anti-apoptotik sinyaller alirlar (61, 62).

B7-H2 (ICOSL), B hucreler, makrofajlar ve lenfoid-olmayan dokularda
eksprese olur. CD28 ailesinin diger bir Uyesi olan, B ve T hcreler lzerinde
bulunan ICOS reseptorine baglanarak ko-aktivasyona aracilik eder. B7-H2-
ICOS baglantisi CD4" T hiicrelerin aktivasyonu, efektor hiicreye farklilasmasi
ve fonksiyonlarinin diizenlenmesi igin gereklidir. En son dénemde yayinlanan
bir calismada, B7-H2 kostimulatér molekulinin CD28 reseptorine de
baglanabildigi ve T hucre aktivasyonunda etkili oldugu gosterilmistir (63).
ICOS, Th2 hicrelerin ¢ogalmasini ve fonksiyonlarini artiran sinyaller Uretir.
Ancak, ICOS’un diger yardimci T hicrelerin (Thl, Th2, Thl7, Tgy) ve
Treg’lerin de fonksiyonlarini ve ¢ogalmalarini belirli kosullarda destekledigi
gOsterilmigtir (49, 53, 64). B7-H2-ICOS baglanmasi T hucrelerde yuksek
dizeylerde IL-4 ve IL-10 dretimini uyarir. In vivo galismalarda ICOS’un Th1
ve Th2 hicrelerinde hem ilk uyarimda hem de efektér fonksiyonlari boyunca
sitokin Uretimine destek oldugu belirlenmigtir (65). B7-H2 ekspresyonu doku
tumorlerinde, miyeloma ve akut miyeloid I6semi hUlcrelerinde
bulunmaktadir(66, 67). Ayrica T hicre, B hucre, makrofaj, epitel ve endotel
hicreler Uzerinde de ekspresyonu bulunur (68). Faget ve arkadaslari meme
kanserinde infiltre ICOS™ T hucrelerle ilgili yaptiklari calismada; ICOS*
hicrelerin lenfoid agregatlarda ylksek sayida bulundugunu, bu infiltrasyonun
liminal A/B molekuler alt-tiplerle, negatif ER ve HER2/neu asiri ekspresyonu
ve Uclu negatiflik durumuyla iligkili oldugunu, ancak ICOS Ligandi B7-HZ2'yi
hem hucre hatlarinda hem de meme kanseri dokularinda gosteremediklerini
belirtmiglerdir (69).

insan B7-H3 molekiilli aktive monosit ve dendritik hiicrelerde, hava
yolu epitel hicrelerinde, kas hucrelerinde, inflamasyon kosullarinda
sinoviyositlerde ve pek ¢ok tumor hucresinde eksprese olabilir. B7-H3’Un T
hacrelerin hem ko-aktivasyonunda, hem de ko-inhibisyonunda rol oynadigi
yonunde bulgular vardir. Bu nedenle, T hucre aracili immun cevaplari
dizenlemede fonksiyon goérdugu dusundlmektedir. B7-H3’Gn immin

aktivasyonun erken doénemlerinde Ag-spesifik T hicre proliferasyonunu
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artirdig1, sitotoksik T hucrelerinin aktivasyonu ve IFN-y dretimini uyardigi
belirlenmistir. Diger yandan, bagimsiz gruplar tarafindan gergeklestirilen
farkh ¢alismalarda B7-H3’Un T hicre yanitlarini inhibe edebildigi yontnde de
bulgular elde edilmistir. Pek ¢ok kanserde B7-H3 ekspresyonunun ileri evre,
metastaz ve/veya kotlu prognoz ile baglantili oldugu gosterilmistir (70, 71).
Primer duktal ve lobller meme kanseri hastalarinda yapilan bir galismada
alinan érneklerin %90.6’sinda B7-H3 molekulinin ekspresyonu gosterilmistir
(72).

B7-H4 molekulinin immun sistem hicrelerinden ziyade epitel dokuda,
bdbrek, akciger ve pankreasta ekspresyonu vardir. IL-6 ve IL-10 monosit,
makrofaj ve miyeloid dendritik hiicrelerde B7-H4 ekspresyonunu uyarir. GM-
CSF ve IL-4 ise azaltir. In vitro ¢aligmalar B7-H4’in CD4" ve CD8" T hiicre
proliferasyonunu, sitokin Uretimini ve alloreaktif sitotoksik T lenfosit geligimini
inhibe ettigini gostermistir (4, 5). B7-H4 ekspresyonu kanser dokusunda
yluksek dlzeyde olabilir. Ovaryum kanserlerinde TAM populasyonlari
Uzerinde ylksek seviyelerde B7-H4 bulunmustur. B7-H4" makrofajlar T hiicre
efektor fonksiyonlarini etkin sekilde inhibe edebilmektedir (73). Tringler ve
arkadaglari, immunhistokimyasal olarak belirlenen %95 primer meme
kanserinde ve %98 metastatik meme kanserinde (invaziv duktal ve invaziv
lobuler) B7-H4 pozitifligi belirlemislerdir (5).

B7 ailesinin en son kesfedilen uUyesi, B7-H6 yuzey molekUlindn
ekspresyonu normal insan dokularinda bulunmamig ancak timaor dokularinda
gozlemlenmistir. B7-H6, dogal oldurict NK hucreleri Uzerinde bulunan
aktivatér NKp30 reseptoriine baglanir. Bu sayede, NK hicre-aracil anti-

timor imman yanitlarin tetiklendigine dair bulgular mevcuttur (74).
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3. GEREG VE YONTEMLER
Bu calisma Temmuz 2012 — Mayis 2013 tarihleri arasinda, Hacettepe
Universitesi Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvar’'nda gercgeklestirilmigtir.

3.1. Calismada Kullanilan Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal ve biyolojik malzeme tedarik edildigi
firmalara gore asagida siralanmistir.

Fosfat tamponlanmig tuz c¢ozeltisi (PBS) (Tablet) (ICN Biomedicals
INC., ABD); 2-mercaptoethanol, dietil pirokarbonat (DEPC), LPS,
hidrokortizon, epidermal biylume faktért (EGF), insulin (Sigma Chemical Co.
,ABD); Tris-Borik asit-EDTA (TBE) (Dr. Zeydanl, Tirkiye); Seakem® Le
Agaroz (Lonza, ABD); L-glutamin, Penisilin-Streptomisin, Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), RPMI 1640 (Lonza, Belgika); Tripsin-EDTA
(1x) (PAA Cell Culture Co., Avusturya); Fotal Buzagi Serumu (FBS)
(Biological Industries, israil); 10x Taq Buffer (NH4)2SO4, MgCly, dNTP mix,
Tag DNA Polimeraz (rekombinant) (Thermo Scientific, Litvanya); Ficoll 1.077
(Biochrome AG, Almanya); McCoy's 5A (Invitrogen, Gibco, Ingiltere);
Karboksifloresan suksinimidil ester (CFSE) (Invitrogen Eugene, ABD); IFN-y
(R&D Systems, ABD); non-esansiyel amino asitler (HyClone,); Facs Flow cell
wash (BD Biochemicals, ABD); Anti-insan CD3 monoklonal antikor

(eBioscience, ABD)

3.2. Hazirlanan Tamponlar ve Cozeltiler

Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Cozeltisi: 10x TBE c¢ozeltisi distile su ile
1x’e seyreltildi.

PBS Cozeltisi (1x): Bir tablet PBS 100 ml distile suya eklendi ve iyice
karistirildi. Daha sonra otoklavlanarak sterilize edildi.

insiilin Cozeltisi: insilin son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak
sekilde, RPMI 1640 ile ¢ozuldi. 1.5 mllik tiplere 1’er ml alikotlanarak,
-20°C’de saklandi.
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Epidermal Buyume Faktori (EGF) Cozeltisi: FBS iceren (%5
oraninda) RPMI 1640 ile 20 pg/ml konsantrasyonunda EGF stok ¢oOzeltisi
hazirlandi. Stok ¢dzeltisinden 500 pl alinarak, son konsantrasyonu 1 pg/ml
olacak sekilde, RPMI 1640 ile 10 ml'ye tamamlandi. 1.5 ml’lik tiplere 1’er mi
konularak, -80°C’de saklandi.

Tam RPMI Hiicre Kiultira Ortami: L-glutamin iceren RPMI 1640
Uzerine son konsantrasyonu %10 olacak sekilde FBS, %1 olacak sekilde
penisilin/streptomisin eklendi. Hazirlanan tam RPMI hicre kultird ortami,
4°C’de saklandi.

Tam RPMI+insiilin Hiicre Kiiltiirii Ortami: L-glutamin iceren RPMI
1640 Uzerine son konsantrasyonu %10 olacak sekilde FBS, %1 olacak
sekilde penisilin/streptomisin ve 0.01 pg/ml olacak sekilde instlin eklendi.
Hazirlanan tam RPMI+insulin hiicre kiltiir( ortami, 4°C’de saklandi.

Tam DMEM Hiicre Kiiltiri Ortami: L-glutamin icermeyen DMEM
Uzerine son konsantrasyonu %10 olacak sekilde FBS, %1 olacak sekilde
penisilin/streptomisin ve L-glutamin eklendi. Hazirlanan tam DMEM hicre
kultir ortami 4°C’de sakland..

Tam DMEM-F12 Hicre Kiiltiira Ortami: L-glutamin igermeyen
DMEM uzerine son konsantrasyonu %10 olacak sekilde FBS, %1 olacak
sekilde penisilin/streptomisin, 1x MEM non esansiyel amino asit ¢ozeltisi, son
konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde EGF, son konsantrasyonu 1 pg/ml
olacak selilde insulin, son konsantrasyonu 500 ng/mL olacak sekilde
hidrokortizon eklendi. Hazirlanan tam DMEM-F12 hucre kualtard ortami
4°C’de saklandi.

Tam McCoy’s 5A Hiicre Kiiltiri Ortami: L-glutamin icermeyen
McCoy’s 5A Uzerine son konsantrasyonu %10 olacak sekilde FBS, %1
olacak sekilde penisilin/streptomisin ve L-glutamin eklendi. Hazirlanan tam
McCoy’s 5A hiicre kiltiri ortami 4°C’de saklandi.

Anti-insan CD3 monoklonal antikor (Klon: HIT3a) Cozeltisi: Stok
konsantrasyonu 1 mg/ml olan anti-CD3 mAb’u son konsantrasyonu 2 ug/ml
olacak sekilde serum icermeyen hucre kultlirl ortaminda seyreltildi. 1.5 ml’lik

tlplere alikotlanarak -20°C’de saklandi.
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%1 Gluteraldehit-PBS Cozeltisi: PBS igerisinde hazir alinan %2’lik
gluteraldehit ¢ozeltisi PBS ile %1 olacak sekilde seyreltildi. Cozelti 0.2 pym

birim filtreden stizllerek sterilize edildi.

3.3. Hiicre Kiilturi Deneyleri

3.3.1. Hucre Hatlarinin Kulturi

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve BT-474 hucreleri tam DMEM
kultar ortaminda; HCC38, ZR-75-1 ve KG-1 hucreleri tam RPMI kultar
ortaminda; T47D tam RPMI+insulin kultir ortaminda; MCF-12A hucreleri tam
DMEM-F12 kultir ortaminda; SK-BR-3 hucreleri tam McCoy’s 5A kultur
ortaminda bulyutildl. Hicre hatlari ve 6zellikleri Tablo 3.1°de gdsterilmistir.
Hlcre yogunlugunun hicre kabinin %80’ini doldurmasiyla (sub-confluence)
hicreler pasajlanarak ilgili deneylerde kullanildi. Haftada iki kez kultar ortami
yenilendi ve hiicre kiltlriinin devamhhgi saglandi. Hicreler 37°C’de nemli

ve %5 CO; iceren inkibatérde muhafaza edildi.

Tablo 3.1. Meme kanseri hucre hatlari ve Ozellikleri. (Driessens ve

ark.(2)’den uyarlanmigtir.)

HUCRE HATTI ALT-TIPI ER PR HER 2 Kokeni
MCF-7 Liminal + + - Met AC

BT-474 Liminal + + + IDC
SK-BR-3 Liminal - - + AC
TA7D Liminal + + - IDC
ZR-75-1 Liiminal + - - IDC
HCC38 Bazal B - - - DC

MDA-MB-231 Bazal B - - - Met AC

MDA-MB-468 Bazal A - - - Met AC

MCF-12A Bazal - - - Normal
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Met AC: Metastatik Adenokarsinom, IDC: invaziv duktal karsinom, AC:
Adenokarsinom, DC: Duktal karsinom

Meme kanseri hiicre hatlari transkripsyonel profillerine gére Iiminel ve
bazal-benzeri (A ve B) olmak Uzere alt-tiplere ayrilir. Liminal hicre hatlan
ER imzasi tasir ve LUminal A/B molekuller profilini tagiyan timorlerle
benzerlik gosterir. Bazal A hlcre hatlari ETS (E-Twenty six transkripsyon
faktord) sinyal yolagi ve BRCA1 mutasyonlariyla iligkilidir. Bu hlcreler bazal-
benzeri tUmorlere benzer. Bazal B hicre hatlari mezenkimal ve kok hucre
karakterine sahiptir. Hlcre hatlari ile tUmorler kargilastirildiginda htcre
hatlarinin genetik olarak timorlerden daha karmasik yapiya sahip oldugu
gOsterilmistir (2).

Aderan Hicrelerin Pasajlanmasi: Primer kiltir ortami uzaklastirilip
hdcrelerin yuzeyini drtecek miktarda 1xPBS ile hucreler birkag kez yikandi.
Daha sonra, T25 kultr kabi icin 200 pl, T75 kaltir kabi i¢cin 600 pl tripsin-
EDTA c¢ozeltisi (Tripsin:EDTA, 1:250) ile hucrelerin ylzeyi kaplandi ve
inkiibatore kaldirildi. inkiibatérde 3 dk boyunca 37°C’de bekledikten sonra
inkiibatorden alinan kultir kabina avug igiyle vurularak hdcrelerin iyice
sokllmesi saglandi. Inverted mikroskop altinda incelenerek tim hucrelerin
bldyUme ylzeyinden ayrildigindan emin olundu. Daha sonra, tam hucre
kaltura ortami eklenerek tripsin inaktive edildi. Hucreler sayilarak yeni
kalturler olusturuldu.

Suspanse Hiucrelerin Pasajlanmasi: Hucrelerin kiltar ortami iginde
homojen dagiimasi saglanacak sekilde pipetaj yapildi. Kultir ortaminin yarisi
aspire edildi ve atildi. Yeni hucre kulturt ortami eklendi.

Hicre Saymmi: Tripsinizasyon igleminden sonra tam kultir orami
icindeki hucreler pipetaj yapilarak suspanse hale getirildi. Stspansiyondan
10 pl alinarak 10 pl tripan mavisi ile karigtirildi. Bu karigimi Thoma lami
uzerinde yaymak suretiyle hicre sayimi yapildi. Her sayim i¢cin Thoma lami
uzerinden 4 alan segcildi ve aritmetik ortalamasi alindi. Kullanilan Thoma
laminin dlguleri 0.1 mm x 0.1 mm olup lam ile lamel arasindaki uzakhk da 0.1
mm’dir. Bu nedenle hiicrelerin sayildigi her alan 0.001 mm®e (0.0001 ml'ye)

kargilik geldiginden sayilan hacrelerin aritmetik ortalamasi 10 000 ile
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carpildi. Elde edilen deger, hucre suUspansiyonu tripan mavisi ile
boyandiginda 1:1 oraninda seyreldiginden, 2 ile garpilarak ml bagina dusen

hlcre sayisi hesaplandi.

3.3.2. CD4" T Hiicrelerin izolasyonu

Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu: Saglikli
bireylerden toplanan kan 1:1 oraninda RPMI 1640 ile seyreltildi. icerisinde 3
ml fikol (1.077 g/ml) bulunan 15 ml’lik falkon tipulne sabit hizda ve dikkatlice
seyreltiimis kan eklendi, fikol ile karismamasi saglandi. Daha sonra, 20°C,
400G’'de 25 dakika santriflj yapildi. Santrifijden sonra fikol ile plazma
arasinda kalan mononukleer hucreler pastor pipeti yardimiyla dikkatlice yeni
bir tlp icerisine toplandi. PBS eklenerek 12 ml'ye tamamlandi. Daha sonra,
1800 rpm’de, 5 dakika santriflj yapildi. Sipernatan atildi ve ¢dken hucrelerin
1 ml PBS icinde homojen olarak dagiimasi saglandi. 20 yl FITC/PE-isaretli
anti-CD4/CD8, ve 20ul PE-isaretli anti-CD13 monoklonal antikorlari eklendi.
Vortex ile kisaca karistirildi ve 15-20 dakika oda i1sisinda karanlikta bekletildi.

FACS (Fluorescence-activated cell sorting) ile CD4" T hiicrelerin
ayinmi: Isaretlenen mononikleer hiicreler tam RPMI 1640 hiicre kltri
ortami ile yaklasik 3 ml hacme tamamlandi. Ayrilacak olan CD4" T hiicreler
icin 15 ml’lik tipe tam RPMI 1640 hicre kalturt ortami eklendi. Accudrop
islemi yapildiktan sonra CD13/CD8-negatif, CD4-pozitif hicreler secilerek
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) (FACS Aria Il, BD Biosciences,
ABD) yontemiyle CD4" T hiicrelerin ayirimi yapildi (Sekil3.1). Ayrilan CD4™ T
hlcrelerin Uzerine istenilen konsantrasyona gore tam RPMI 1640 hucre
kiltiri ortami eklendi. izole edilen T lenfositler kontrol edildiginde %98’in

uzerinde saflikla basarili kabul edildi.
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Sekil 3.1. A. CD4" T hicrelerin FACS yontemiyle izole edilmesi.
Grandularitelerine ve buyuklUklerine gore lenfoid hicreler segildi,
o hucreler arasinda da CD13/CD8-negatif, CD4-pozitif T

lenfositler toplandi B. Sort basarisi analizi.

3.3.3 Ko-kiltiir Deneyleri

T Hiicrelerin On-uyarimi ve Geri Saflastinlmasi: KG-1 AML
hicrelerinin sayimi yapildi. FACS ydntemi ile ayrilmis olan CD4" T hicreleri
ile 0.5:1 (KG-1:CD4" T) oraninda karistirildi. Son konsantrasyonu 25 ng/ml
olacak sekilde anti-CD3 mAb (HIT3a) antikoru eklendi. 15 ml’lik tiplere 2’ser
ml olacak sekilde dagitildi. Tam RPMI 1640 iginde 37°C’de, 20 saat, %5 CO,
iceren inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. inkiilbasyondan sonra, biitiin
hicreler tek bir tupe toplanarak 1800 rpm’de 5 dakika santriflj edildi.
SuUparnatani bosaltidi ve hicreler 1.5 ml PBS ile yeniden sispansiyon haline
getirildi. PE-igaretli anti-CD34 antikoru 25 pl eklendi ve karanlikta 30 dakika
inklibe edildi. Daha sonra FACS yoéntemi ile T lenfositlerin CD34" olan

miyeloid kdkenli KG-1 hucrelerinden ayrimlandi. Geri ayirim basarisi analizi.
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Izole edilen T lenfositler kontrol edildiginde %98’in izerinde saflikla basarili
kabul edildi (Sekil 3.2).

A

| CD4"* T hiicre "
| KG-1ko- o
© kaltar My
'y 3
| s
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Sekil 3.2. A. CD4™ T hicrelerin geri saflagtirimasi. Granularitelerine ve
blayuklUklerine gore lenfoid hucreler secildi, daha sonra CD34-
negatif olan T hlcreler ayrimlandi. B. Geri ayirrm basarisi analizi.
izole edilen T lenfositler kontrol edildiginde %98’in (izerinde

saflikla basarili kabul edildi.

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) ile CD4" T
hiicrelerin isaretlenmesi: CD4" T hiicreler izole edildikten sonra, 1800
rpm’de 5 dakika santrifilj edildi. Stipernatan atildi ve konsantrasyonu 1x10°
hicre/ml olacak sekilde RPMI 1640 eklenerek hucreler suspanse edildi. Kisa
bir inkiibasyonun (37°C, 5 dk) ardindan, son konsantrasyonu 5 uM olacak
sekilde (CFSE) eklendi, ¢cok nazik bir sekilde karistirildiktan sonra, 15 dakika
37°C’'de su banyosunda inkiibasyona birakildi. Yikama igin bol miktarda
kaltar ortami eklendi. Bes dakika boyunca buz igerisine gomdulerek inkube
edildi. Santrif(ij (4 °C, 1800 rpm’'de 5 dakika) yapildi. Yikama islemi bir kez
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daha tekrarlandi. Siipernatan atildi ve 2,5x10° hiicre/ml olacak sekilde tam
RPMI 1640 kaltar ortami eklendi.

Meme Kanseri ve CD4" T Lenfosit Ko-kiiltiirleri: Ko-kulturler icin 2
liminal, 2 bazal-benzeri 6zellikteki meme kanseri hicre hatlari (MCF-7, BT-
474, MDA-MB-468 ve MDA-MB-231) kullanildi. Hucreler sayildi ve 1x10°
hiacre/ml olacak sekilde tam RPMI 1640 iginde suspanse edildi. 96 kuyucuklu
kaltar kabina (Sekil 3.3)'de gosterildigi gibi sirasiyla 0.25:1, 0.5:1, 1:1, 2:1,
4:1 oranlarinda hucre ko-kulturleri igin sirasiyla 6.25 pl, 12.5 yl, 25 pl, 50 pl,
100 pl hdcre suspansiyonu konuldu, sonra Gzerine sirasiyla 93.75 ul, 87.5 yl,
75 ul, 50 pl ve 0 ul tam RPMI hicre kiltar ortami eklendi. Her oran igin 2
kuyuya ekim (duplike) yapildi. Kontrol grubu olarak sadece T hicre ekimi
yapildi

Meme Kanseri Hucrelerinin Fiksasyonu: Meme kanseri hicrelerinin
Sekil 3.3’'de gosterildigi sekilde kultir kabina ekimleri yapildiktan 20 saat
sonra hucrelerin kaba tutunup tutunmadiklari inverted mikroskop altinda
kontrol edildi. Kultur kabindaki besi ortami steril gazli beze bosaltildi. Her
kuyucuga 50 ul %1’lik gluteraldehit ¢ozeltisi eklendi ve 15 dakika bekletildi.
Daha sonra, gluteraldehit ¢ozeltisi steril gazli beze bosaltildi ve her kuyucuga
200 ul PBS eklendi. Karigtirici Uzerinde (Heidolph, Titramax 1000, Almanya)
hizi 750 rpm’de 1 dakika karistirildi ve PBS steril gazli beze bosaltildi. Bu
islem 2 defa tekrarlandi. En son yilkama tam RPMI 1640 kultir ortami ile
yapildi boylece fiksatifin iyice temizlenmesi saglandi. Her kuyucuga 100 pl
tam RPMI 1640 eklendi.
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meme kanseri hiicresi : T hiicre
|0.25:1 | O.Szll 35 | | 2:1 | 4:1 |
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MDA-MB-231

Sadece T hiicre

Sekil 3.3. Meme kanseri hiicreleri ile CD4" T hiicrelerin 96 kuyucuklu kltir

kabina ekim oranlari. (1 = 2.5x10* hiicre)

T lenfositler, meme kanseri hicrelerinin ekiminden 20 saat sonra
2,5x10* hiicre/100 pl olacak sekilde ko-kiiltiir yapildi. Meme kanseri hiicreleri
azalan ve artan oranlarda eklenirken T hicre oranlari sabit tutuldu). Son
konsantrasyonu 100ng/ml olacak sekilde T hicrelerin kaltir ortamina anti-
CD3 mADb (HIT3a) eklend..

CD4" T huicrelerin aktivasyonunu analiz etmek igin 96 kuyucuklu kiltir
kabinda meme kanseri hucreleri ile on-uyarimi yapilmis ve on-uyarimi
yapilmamig CD4" T hiicrelerin meme kanseri hiicrelerine orani 1:2 olacak
sekilde ko-kulturleri yapildi. T hucreler Uzerindeki aktivasyon belirtegleri 20
saat sonra analiz edildi (Bkz. Bolim 3.4.).

CD4" T hicrelerin proliferasyonunu analiz etmek igin, 96 kuyucuklu
kultir kabinda meme kanseri hiicreleri ile 37°C’'de 96 saat inkiibasyona
birakildi. On-uyarim yapiimis CFSE-isaretli CD4" T (Bkz. Bolim 3.3.3)
hicreler ve 6n-uyarim yapilmamig CFSE-isaretli CD4" T huicreler ile iki farkli
ko-kultur kosulu gergeklestirildi. Daha sonra, akim sitometride T hucre

proliferasyon analizleri yapildi (Bkz. Bolum 3.4).
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Fikse meme kanseri hucreleri ile KG-1 hucreleri varliginda U¢lu ko-
kiltirler gergeklestirildi. CFSE-igaretli CD4™ T hiicreler KG-1 hicreleri ile
1:0.125 oraninda karigtirildi. Son konsantrasyonu 100 ng/ml olacak sekilde
anti-CD3 mAb (HIT3a) eklendi. T hucre ve KG-1 karigsimi fikse edilmis meme
kanseri hucreleri Uzerine bir dnceki bolumde anlatildigi sekilde eklenerek ko-
kalturleri yapildi. Ayrica, fikse edilmemis meme kanseri hucreleri ile de Ugli
ko-kulturler yapildi. inkibatére kaldirilan ko-kiiltiirler, 96 saat 37°C'de %5
CO2’li kosulda inkiibe edildi. CD4" T hicrelerin proliferasyon analizleri akim

sitometri ile yapildi.

3.4. Akim Sitometri Analizleri

immiinfenotip Analizi: MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve BT-
474, HCC38, ZR-75-1, T-47D, MCF-12A ve SK-BR-3 hucre hatlarinda anti-
B7-H1, anti-B7-H2 ve anti-B7-DC yuzey belirtegleri; FITC-isaretli B7-H1, PE-
isaretli B7-H2, PE-isaretli B7-DC ve izotipik kontrol antikorlari kullanilarak
analiz edildi. Deneylerde kullanilan antikorlar, Tablo 3.2’ de belirtildigi
sekildedir. Akim sitometri analizinden 2 gin 6dnce meme kanseri hucreleri
tripsin-EDTA ¢ozeltisiyle hucre kaplarindan sokulda (Bkz. Bolum 3.3.1) ve
4x10° hiicre/7 ml olacak sekilde 3 ayri T25 hiicre kabina yeniden ekildi.
Ertesi giin kaplardan bir tanesi kontrol grubu olarak ayrildi. ikinci kaba
konsantrasyonu 1 ug/ml olacak sekilde LPS ekledi, Gg¢lincli kaba ise son
konsantrasyonu 200 U/ml olacak sekilde rekombinant IFN-y eklendi.
Inkiibasyonun ardindan (20 saat, 37°C) akim sitometri analizi igin hiicreler,
hicre kaziyict (cell scraper) kullanilarak kualtar ylzeylerinden toplandi.
Boylelikle, tripsin enziminin yuzey molekullerine zarar vermemesi saglandi.
Sokulen hucreler 40 uym acgiklhiga sahip suzgecgten gegcirilerek tek hulcre
sUspansiyonlari elde edildi. Hlcreler santrifiij (5 dk, 1800 rpm, 4°C) edildi,
sonra 400 pl 1xPBS igerisinde suspanse edildi. Akim sitometri tuplerine
100’er pl dagitilarak anti-B7-H1, anti-B7-H2, anti-B7-DC ve izotipik kontrol

antikorlari ile isaretlendi. 30 dakika boyunca 4°C’de inkiibe edildi.
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Tablo 3.2. Akim sitometride kullanilan antikorlar

Antikor Klon Firma Florokrom Son
Konsantrasyon/100 ul

CD4/CD8 SK1,5K3 BD, ABD FITC/PE 2 ul
CD13 L138 BD, ABD PE 2ul
CD 34 8G12 BD, ABD PE 2ul
B7-H1 9.00E+32 USBiological, ABD FITC 4.5ul
B7-H2 MIH12 eBiosciense, ABD PE 4.5ul
B7-DC 24F.10C12 BioLegend, ABD PE 15 ul
cb25 2A3 BD, ABD FITC 100ul
CDa&8 L78 BD, ABD FITC 100ul
CD 154 TRAP1 BD, ABD FITC 100ul

Meme kanseri hiicreleriyle ko-kiltiirii yapilan CD4'T hiicreleri 20 saat
inkiibasyondan sonra ko-kultir kabindan toplandi. 400 pl 1xPBS iginde
suspanse edildi ve 4 adet flow tliptine 100 pl seklinde dagitildi. Hicreler
izotipik kontrol, anti-CD154, anti-CD25 ve anti-CD69 antikorlari ile isaretlendi.
30 dakika 4°C’de inkibe edildi.

inkiibasyon siiresinin sonunda baglanmayan antikorlar cell wash (BD
Biosciences, ABD) cozeltisi ile yikandi. Santrifuj sonrasinda tuplere 200 pl
cell wash eklendi ve FACS Aria Il akim sitometri cihazinda degerlendirildi.

Akim Sitometrik Proliferasyon Analizi: Meme kanseri hlcreleriyle
ko-klltirli yapilan CFSE ile isaretlenmis CD4" T hiicreleri 96 saat
inkiibasyondan sonra ko-kultir kabindan toplanarak, CFSE boyasinin
floresan yogunlugundaki degisiklik FACS Aria Il akim sitometri cihazinda

degerlendirildi.
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3.5. Molekiiler Teknikler

3.5.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu QIAmp® RNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Maryland,
MD, ABD) ile yapildi. Kullanilacak malzeme dietilpirokarbonat (DEPC) ile
onceden muamele edilerek RNaz aktivitesi engellendi.

Hucreler kultir kabinda 1xPBS ile yikandi. 400 pl merkaptoetanol
eklenmis RLT tamponu konuldu. Vortex ile hicrelerin tamamen pargalanmasi
saglandi. 400 ul %70’lik etanol eklendi ve blatlin kap igine yayildi, pipetlendi
ve “beyaz kolon” igine aktarildi. 4°C, 10000 rpm’de 20 saniye santrifiij yapildi.
Kolon (zerine 350 yl Tampon RW1 eklendi, 4°C, 10000 rpm’de 20 saniye
santrifij yapildi. Bu sirada, genomik DNA'nin RNA icerisindeki varhgini
temizlemek amaciyla 70 pl Tampon RDD, 10 pl DNazl ile karistirildi. Toplam
80 pl karisim kolon membrani Uzerine dikkatlice birakildi ve oda sicakliginda
40 dakika inkiibe edildi. 350 yl Tampon RW1 eklendi ve 4°C, 10000 rpm’de
20 saniye santriflij yapildi. Kolonun bulundugu toplama tlpu degistirildi. 500
ul Tampon RPE eklendi. 4°C, 10000 rpm’'de 20 saniye santriflij yapildi.
Toplama tupleri bosaltildi. Tekrar 500 pyl Tampon RPE eklendi. 4°C, 13000
rom’de 4 dakika santriflj yapildi. Kolon yeni biriktirme tipune takildi ve
membranin kurutulmasi igin 4°C, 13000 rpm’'de 1 dakika santrifiij yapildi.
Kolon, 1.5 mllik yeni tuplere takildi, 30 ul RNaz igermeyen distile su
membran Uzerine dikkatlice eklendi. 4°C, 10000 rpm’'de 1 dakika santrif(j]

yapildi ve kolon atildi. Total RNA -80°C’de kullanilincaya kadar saklandi.

3.5.2. izole Edilen RNA’nin Saflik ve Kalite Analizi

izole edilen RNA’lardaki genomik DNA’larin temizlenmesi amaclyla,
total RNA dogrudan kalip olarak kullanildi ve [p-aktin geni PCR ile
cogaltiimaya calisildi PCR sonucunda bant gézlenen (DNA varligi saptanan)
ornekler; RNaz icermeyen DNaz enzimiyle muamele edildi (DNA-freeT'\’I Kit,
Ambion, ABD) ve genomik DNA oOrneklerden uzaklastirldi. Kisaca, 20 pl
RNA Gzerine 2 pl 10x DNasel tamponu ve 2.2 ul rekombinant DNasel (2 p/pul)
eklenerek 37°C’de 45 dakika inkibe edildi. Daha sonra, 0.2 hacim DNaz
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inaktivasyon reaktifi eklenip 2 dakika oda sicakliginda tutuldu ve DNaz
inaktivasyonu saglandi. 1.5 dakika, 4°C, 13000 rpm’de santriflij sonrasinda
RNA’yI barindirmakta olan sipernatan fraksyonu temiz bir tipe aktarildi ve -
80 °C’de saklandi.

RNA Miktarinin Spektrofotometrik Olgiimii: izole edilen RNA'nin
konsantrasyonu ve kalitesi spektrofotometrik (Nanodrop, ABD) olarak 260
nm ve 280 nm dalga boylarinin kullanildidi, optik yogunluk (OD) olgimleri
sonucunda belirlendi. RNA Kalitesi, Azeo/Azs0 Ve Azgo/Azzo Oranlarina gore
degerlendirildi. Her iki absorbans orani i¢cin normal sinirlar 1,8 — 2,0 olarak
kabul edildi.

3.5.3. cDNA Sentezi

Total RNA’dan Tablo 3.3.’de son konsantrasyonlari verilmis bilesenleri
iceren ve ters (reverse) transkriptaz enzimince Kkatalizlenen tepkime
sonucunda mMmRNA kaynakl tek iplikgikli, komplementer DNA (cDNA)
moleklll sentezlendi. Standart cDNA sentez tepkimesinin yani sira, drnek
RNA icermeyen, yerine su eklenmis, negatif kontrol tepkimesi de hazirlandi.
cDNA sentezi, Fermentas RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI
Fermentas, Litvanya) kullanilarak, uretici firmanin kullanim talimatlarina

uygun olarak gergeklestirilmistir. cDNA -20°C’de saklanmistir.
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Tablo 3.3. cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri ve kosullar

Bilegen Miktar Son Konsantrasyon
RNA 890 ug 0.1 ugful
OligodT Primer (10 uM) 1 ul 0.5 uM
dH,0 12 ul'ye tamamlanur.
Inkiibasyon : 65°C, 5 dk.
dNTPmix (10mM) 2 ul 1 mM
RNaz inhibitor (20u/ul) 1ul 1 uful
RT Tampon (5x) 4 ul 1x
Reverse Transkriptaz 1ul 10u
{200u/ul)
Inkiibasyon 42°C, 60 dk. & 25°C, 5 dk.

& 70°C, 10 dk.

Son Hacim 20 ul

3.5.4. Polimeraz Zincir Reaksyonu (Polymerase Chain Reaction,
PCR)

Genel olarak kullanilan PCR kosullari Tablo 3.4.’de verilmistir. 10mM
stok dNTP mix ¢oOzeltisi, 2 mM konsantrasyonuna seyreltilerek kullanildi.
Ozgiil genlerin amplifikasyonunu daglayacak tepkimelerin yaninda, kalip
DNA icermeyen yerine su eklenmis negatif kontrol tepkimesi de hazirlandi.
Oncelikle su, primerler, tampon, dNTP mix, magnezyum Kkloriir (MgCl,)
cozeltisi ve Taq DNA polimeraz enzimi 1.5 ml'lik mikrofdj tlplerine koyuldu,
iyice pioetlenerek karigmasi saglandi. Tepkimenin gercgeklestirilecedi 200

MI'lik mikrofdj tiplerine dagitilan karisima kalip DNA eklendi.
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Tablo 3.4. Standart PCR bilesen miktarlari ve son konsantrasyonlari.

Bilegen Miktar Son
Konsantrasyon

Taq Tamponu (10x) 5ul 1x
dNTP mix (2mM) 5ul 0.2 mM
MgClz (25mM) 5ul 25mMm
Primer F (10 pmol/ul) Tul 0.1 uMm
Primer R (10 pmolful) Tul 0.1 uMm
dH20 31.7 ul
Taqg DNA Polimeraz (5u/ul) 0.3 ul 1.5u
Kalip DNA 1ul
Son Hacim 50 ul

Tupler, kapak isisi 6nceden 94°C’ye ¢ikariimis, thermal cycler (zerine
yerlestirildi ve toplam 35 doéngulik tepkime (Tablo 3.5.) gercgeklestirildi.
Reaksyonun tamamlanmasiyla Grtinler 4°C’ye alind..

B7-1 molekalinin optimizasyonu igin “primer hot-start” uygulandi.
Hazirlanan PCR tipleri 6nceden 94°C'de, 1 dakika boyunca inkibe
edildikten sonra Tag DNA polimeraz enzimi eklendi ve standart PCR

kosullari ile devam edildi.

Tablo 3.5. Standart PCR thermal cycler kosullari.

llk denatiirasyon 94°C 30sn

initial denaturation

Denatiirasyon 94°C 30sn =

denaturation

Baglanma 60°C 30sn o

annealing - O
= |
@

Uzama 72°C 20sn =

extension

Son Uzama T2:C 5 dk

final extension
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ligili DNA dizisini gogaltmak amaciyla tasarlanan primer dizileri, Griin
boyutlari ve gen bankasi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) erisim

numaralari Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. Gen ekspresyon analizlerinde kullanilan primer dizileri.

Forward primer (5'-3’) Reverse primer (5'-3’) Oriin Gen Bank No.
B7-1 totttcagetetiggtgcty gtcoggttcttgtactcgggeca 217 bp NM_005191.3
B7-2 ctatacacggttacccagaacct  acagacaagctgatggaaacgtc 139 bp NM_001206924.1
B7-H1 gacatgtcaggctgaggget tgattctcagtgtgetggteaca 140 bp NM_014143.3
B7-H2 aggaagtcagagcgatggtag tggtaggtcaccacggtttteg 130bp NM_015259.4
B7-H3 tgcgaatggeacctacaget tctccagecacacgaaageca 140 bp NM_025240.2
B7-H4 accatgaaggtigtgtetgtge agaagtgcccagetgatggea 200 bp NM_001253850.1
B7-H6 tcaagtgggtictacccagagg  tggtagacagtcccagggtette 188 bp NM_D01202439.1
B7-DC tgaggtagagetcaccigeea acacagctgaagttictgecag 168 bp NM_025239.3
B-aktin ctggaacggtgaaggtgaca aagggacttcctgtaacaatgea 139 bp BC013835

(bp: baz cifti)

3.5.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz tartilarak bir erlen igerisinde Uzerine 1XTBE tampon ¢ozeltisi
%Z2’lik (w/v) agaroz jel hazirlandi. Mikrodalga firinda 200 ml TBE igerisinde
49 agaroz eritildi. Yaklasik 55°C’ye sogumasi beklendikten sonra igerisine
son konsantrasyonu 60 pl/ml olacak sekilde etidyum bromir (10 mg/ml)
eklenerek karistirildi ve jel kalibina dokildu. Donmasinin ardindan tarak
cikartip elektroforez tankina alinan jel, Uzerini Ortecek hacimde 1xTBE
tamponu eklendi. 20 ul hacimdeki PCR UrUnleri 6x DNA ylikleme tamponu
(4ul) ile karistirilarak (son konsantrasyon 1x) kuyucuklara yiklendi. DNA
boyutunu belirleyen markerden (DNA ladder) kuyucuklarin basina 2l
koyuldu. Sekil 3.4'de kullanilan DNA marker’ina ait bantlarin baz ¢ifti (bp)
olarak buytklikleri gosterimistir. Urlinler sabit 120 V elektrik akimi altinda

yuratuldu.
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Sekil 3.4. 50 bp DNA ladder (MBI Fermentas, Litvanya)

Elektroforez islemi sonucunda DNA Urunleri UV 1s181 altinda Kodak
Gel Logic 1500 gorintileme sistemi (Carestream Health, Rochester, NY,

ABD) ile géruntulendi.

3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin eldesi icin en az 3 bagimsiz deney yapilmistir. Elde edilen
verilerin istatistiksel analizinde, Student’'s t-testi kullaniimistir. Analiz
sonucunda P<0.05 olarak hesaplanan sonuglar, istatistiksel anlamli kabul

edilmigtir.
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4. BULGULAR

41. Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda B7 Ligand Gen
Ekspresyonunun Arastiriimasi

B7-1, B7-2, B7-H1, B7-H2, B7-H3, B7-H4, B7-H6 ve B7-DC
molekullerinin gen ekspresyon analizinde, optimizasyon igin genellikle LPS
ile uyariimis periferik kandan ve akut miyeliod 16semi (AML) hicre hatlari
olan K562, HL-60’dan elde edilmis cDNA &rnekleri pozitif kontrol olarak
kullanildi. Pozitif kontrol drneklerine ait, optimize edilmis RT-PCR sonugclari
Sekil 4.1° de gorulebilir.

1000bp =

500bp

300 bp

250 bp
200 bp

150 bp
100 bp

50 bp

Sekil 4.1. Optimize edilen RT-PCR kosullari ile elde edilmis UrGnlerinin
agaroz jel elektroforezi sonucu. ilk ve son sirada 50 bp DNA
ladder yuklenmistir. (bp; baz gifti)

LPS ve IFN-y ile 20 saat boyunca uyarilan meme kanseri hucrelerinin
(MCF-12A, MCF-7, SK-BR-3, MDA-MB-468, MDA-MB-231, BT-474, T-47D,
ZR-75-1, HCC38) yani sira, kontrol hucrelerin de cDNA &rneklerinde B7
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ligandlarina ait gen ekspresyonu arastirildi. Dahili (internal) kontrol olarak -
aktin (house keeping) geni kullanildi (Sekil4.2). B-aktin geninin, house
keeping gen olarak buitin hdcrelerde ekspresyonunun belirgin ve esit

seviyede oldugu gézlemlendi.
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Sekil 4.2. Meme kanseri hiicre hatlarinda B7 ligandlarinin gen ekspresyon
RT-PCR analizi sonuglari. Her B7 ligand geni icin Ustte kontrol,
altta LPS ve IFN-y ile uyariimis ornekler ile elde edilen sonuglar
gorulmektedir. C(-); negatif kontrol, C(+); pozitif kontrolu
gOstermektedir.* ile isaretlenen hicre hatlari bazal-benzeri,
digerleri liminal alt-tiptedir.



47

B7-1 ve B7-2 molekullerinin meme kanseri hlcre hatlarinda
ekspresyonu belirlenmedi. Ancak, pozitif kontrol ornekleri ile elde edilen
sonuglar ile PCR deneylerinin ¢alistigi anlasildi. LPS ve IFN-y uyarimlariyla
beraber bu iki molekllin ekspresyonlarinda bir faklilik gdézlenmedi. Sadece
HCC38 hucrelerinde IFN-y, B7-1 ekspresyonu biraz belirginlegtirdi.

B7-H1 molekulinin ekspresyonunun bazal-benzeri 6zelliklere sahip
MCF-12A, MDA-MB-468, MDA-MB-231 ve HCC38 hiicrelerinde daha belirgin
oldugu dikkat cekti. Ayrica Iiminal 6zellikteki SK-BR-3 hucrelerinde de
ekspresyon belirlendi. LPS ile uyarim bir fark olusturmadi ancak IFN-y ile
uyarim BT-474 hucreleri diginda B7-H1 ekspresyonunu artis yonunde
degistirdigi gézlendi.

B7-H2 molekilinin ekspresyonu MCF-12A disindaki hcrelerde
gOzlenirken oOzellikle luminal alt-tip 6zelligine sahip olan MCF-7, SK-BR-3,
BT-474, T-47D ve ZR-75-1 hucrelerinde daha belirgin oldugu saptandi. LPS
ve IFN-y ile uyarim B7-H2 molekulinin mRNA duzeyindeki ekspresyonuna
bir etki etmedigi belirlendi.

B7-H3 molekdlinin MDA-MB-468 disindaki buatin hucrelerde
eksprese oldugu godzlendi. LPS ile uyarimda MCF-7, BT-474 ve ZR-75-1
hicrelerinde ekspresyonun azalma yoninde degistigi gozlemlendi. IFN-y ile
uyarimda ise MCF-12A disinda bitin hicrelerde ekpresyonun artis yonunde
degistigi belirlendi.

B7-H4 molekulinin ekspresyonu SK-BR-3, MDA-MB-468, BT-474, T-
47D, ZR-75-1 ve HCC38 hucrelerinde tespit edildi ancak LPS ile uyarimda
BT-474 ve HCC38 hicrelerinde ekspresyonun azalma yonlinde degistigi
belirlendi. IFN-y ile uyarimda ise SK-BR-3 ve HCC38 hicrelerinde
ekpresyonun azalma yonunde degistigi gozlendi.

B7-DC molekulinun en ¢ok bazal-benzeri 6zellikteki MCF-12A, MDA-
MB-468, MDA-MB-231 ve HCC38 hicrelerinde eksprese oldugu godzlendi,
liminal 6zellikteki SK-BR-3 hicrelerinde de hafif ekspresyon vardi. LPS ile
uyarimin bu molekulin ekspresyonunda degisiklige yol agmadig tespit edildi.
Ancak IFN-y ile uyarimda ayni hdcrelerde ekpresyonun artis yonunde

s

degistigi belirlendi.
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B7-H6 molekulunin ekspresyonu butin hucrelerde gozlendi. LPS ile
uyarimda ise MCF-12A, ZR-75-1 ve HCC38 hucrelerindeki B7-H6
ekspresyonu azalma yonunde degisiklik gosterdi. IFN-y ile uyarimda ise
T-47D hucrelerinde ekspresyonun azalma yonunde degistigi gozlendi.

Bu bilgiler 1sidinda, ozellikle Iuminal hicrelerde ekspresyonunu
gozlemledigimiz B7-H2 molekulinin ve bazal-benzeri hucrelerde
ekspresyonlari belirgin olan B7-H1 ve B7-DC moleklllerinin ylzey protein

ekspresyonu duzeyinde aragtiriimasina karar verildi.

4.2. Meme Kanseri Hiucre Hatlarinda B7-H2, B7-H1 ve B7-DC
Molekiillerinin Yiizey Proteini Diizeyinde Arastiriimasi

LPS veya IFN-y ile uyarilan ve kontrol grubu meme kanseri hucre
hatlarinda, yuzey molekulleri B7-H2, B7-H1 ve B7-DC’nin hicre yuzeyindeki
varhgi 20 saatlik inkibasyonun ardindan akim sitometri ile analiz edildi.

Ldminal alt-tipteki hiicre hatlarinda B7-H2 ekspresyonu daha belirgin
olarak bulundu. B7-H2 molekilinin ekspresyonu liminal meme kanseri
hicre hatlari olan MCF-7 (kontrol %46.6£6, LPS %57.3+8.7, IFN-y
%62.545.8), SK-BR-3 (kontrol %44.4+7.9, LPS %20.1+3.6, IFN-y
%28.413.2), BT-474 (kontrol %39.05+6.1, LPS %38.63+12.5, IFN-y
%38.35+8.7), T-47D (kontrol %13.77+4.3, LPS %6.69+3, IFN-y %9.816.7)
ve ZR-75-1 (kontrol %38.83+6.4, LPS %29.66+7.7, IFN-y %46.3+11.4)'de
daha ylUksek oldugu gozlendi. Bazal-benzeri 6zellik gosteren hicre hatlari
MDA-MB-468, MDA-MB-231, HCC38 ve MCF-12A’da ise ekspresyon
yuzdeleri (%2.1-5.1 arasinda) ¢ok dusuk olarak belirlendi (Sekil 4.3 ve 4.4).
IFN-y ile uyarimin kontrol grubun ylzdelerine goére belirgin bir fark
olusturmadigl saptandi. Luminal alt-tipteki hucreler olan SK-BR-3, T-47D ve
ZR-75-1 hucrelerinde genel olarak LPS ile uyarildiklarinda azalma yéninde
degisim gozlendi fakat, sadece SK-BR-3 hicrelerindeki ekspresyon azalmasi
anlamli dizeydedir. MCF-7 ve BT-474 hucrelerindeki B7-H2 ekspresyonunda

LPS ile uyarimla bir fark olusmamistir.
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Sekil 4.3. B7-H2 molekulinin temsili akim sitometri histogramlari. Seffaf

histogramlar izotipik kontroll, gri histogramlar B7-H2 boyamasini

gOsterm

ektedir.
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Sekil 4.4. B7-H2 pozitifligi gosteren meme kanseri hlcrelerinin ylzdeleri.
Beyaz barlar kontrol grubunu, gri barlar LPS ile uyariimig grubu
ve siyah barlar ise IFN-y ile uyarilmis gruplari temsil etmektedir
(**P<0.01).

Bazal-benzeri alt-tipteki hicre hatlarinda B7-H1 ekspresyonu daha
belirgin olarak bulundu. B7-H1 molekulinin ekspresyonu liminal alt-tipteki
hicreler; MCF-7, SK-BR-3, BT-474, T-47D ve ZR-75-1’de dusik dizeyde
(%4.2-10.4 araliginda), bazal-benzeri alt-tipteki hicrelerde ise MDA-MB-468
(kontrol %15.1+1.8, LPS %16.3+3.5, IFN-y %28.8+2.7), MDA-MB-231
(kontrol %79.6+4.6, LPS %75.616.2, IFN-y %91.7+4.3), HCC38 (kontrol
%33.2+2, LPS %36.7+6.9, IFN-y %55.0614.6) ve MCF-12A (kontrol
%69.4+10.2, LPS %70.248.8, IFN-y %97.4+1.5) daha yuksek dizeyde
oldugu goézlendi. Bazal-benzeri hucrelerde en dusuk B7-H1 ekspresyonu
MDA-MB-468 hucrelerinde saptandi. LPS ile uyarimin ekpresyonda bir fark
olusturmadigr ancak IFN-y ile uyarimin B7-H1 ekspresyonunda ozellikle
bazal-benzeri hucreler (MDA-MB-468, MDA-MB-231, HCC38 ve MCF-12A)
Uzerinde artisa yol actigi tespit edildi (Sekil 4.5 ve 4.6).
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B7-H1 molekulinin temsili akim sitometri histogramlari. Seffaf

histogramlar izotipik kontroll, gri histogramlar B7-H1 boyamasini

gOstermektedir.
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Sekil 4.6. B7-H1 pozitifligi gosteren hicrelerin yluzdeleri. Beyaz barlar kontrol
grubunu, gri barlar LPS ile uyariimis grubu ve siyah barlar IFN-y

ile uyarilmis gruplari temsil etmektedir (*P<0.05).

B7-DC molekulinin ekspresyonu luminal alt-tipteki; MCF-7, BT-474,
T-47D ve ZR-75-1 hucrelerinde disuk (%1.5-6.9 araliginda) duzeyde
bulundu. Fakat SK-BR-3 hicrelerinde B7-DC ekspresyonu daha ylksekti
(kontrol %8.5+9.6, LPS %10.0+7.3, IFN-y %7.5t£4.6). Bazal-benzeri alt-tip
Ozelligi gosteren MDA-MB-468 (kontrol %7.6+£0.6, LPS %7.7+3.4, IFN-y
%5.5+1.8), MDA-MB-231 (kontrol %11.2+1, LPS 9%9.4+2.5, IFN-y
%54.8+10.6), HCC38 (kontrol %37.6+1.8, LPS %36+10.1, IFN-y %53.912.4)
ve MCF-12A (kontrol %55.6+10.3, LPS %69.5t3, IFN-y %96.21+2.2)
hicrelerinde ise daha yuksek dizeyde oldugu goézlendi. LPS ile uyarimin
ekpresyonda bir fark olusturmadigi ancak IFN-y ile uyarimin B7-DC
ekspresyonunu bazal-benzeri hicre hatlarinda anlaml derecede artisa yol
actigi tespit edildi (Sekil 4.7 ve 4.8). B7-DC ekspresyonu, bazal-benzeri
hicreler arasinda MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 hiucrelerinde dusuk
duzeydeydi ancak IFN-y ile uyarim sonucunda MDA-MB-231 hucrelerinde
belirgin bir artis tespit edildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. B7-DC molekulinin temsili akim sitometri histogramlari. Seffaf

histogramlar izotipik kontrold, gri histogramlar B7-DC boyamasini

gOstermektedir.
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Sekil 4.8. B7-DC pozitifligi gosteren meme kanseri hucrelerinin yltzdeleri.
Beyaz barlar kontrol grubunu, gri barlar LPS ile uyariimis grubu
ve siyah barlar IFN-y ile uyariimis gruplan temsil etmektedir
(*P<0.05).

Sonug olarak B7-H2 molekuilinin ekspresyonunun [iminal hicrelerde,
B7-H1 ve B7-DC molekullerinin ise bazal-benzeri hucre tiplerinde yaygin
oldugu belirlendi. LPS ile uyarimin bu moleklillerin ekspresyonunda belirgin
bir etkisi yokken IFN-y ile uyarimin B7-H1 ve B7-DC molekillerinin

ekspresyonlarini bazal-benzeri hicre tiplerinde artirdigi tespit edildi.

4.3. Liminal ve Bazal-benzeri Meme Kanseri Hiicre Hatlarinin

CD4" T Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

431 Miyeloid Kokenli KG-1 Hicreleri ile T Hiicre
Proliferasyonunun Uyarimi
Meme kanseri hicrelerinin T hucre proliferasyonu Uzerine etkisini

belirleyebilmek icin, daha onceden uyarici etkisi oldugu bilinen miyeloid
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kokenli KG-1 hiicre hatti ile CD4" T hiicrelerin anti-CD3 mAb varliginda ko-
kaltur yapildi.

On-uyarim igin KG-1 hiicreleri ile CD4" T hicreleri 0.5:1 oraninda
karistirildi. Son konsantrasyonu 25 ng/ml olacak sekilde anti-CD3 mAb
(HIT3a) antikoru eklendi. 20 saatlik inkibasyondan sonra T hucreler, KG-1
hicrelerinden geri saflastilrildi ve CFSE ile isaretlendi. 96 saat boyunca 100
ng/ml anti-CD3 mAb varlidinda inklbe edilen on-uyarilmis T hucrelerin
kontrol hiicrelere goére proliferasyonun daha fazla oldugu gozlendi. On-
uyarimi yapilmamis T hdcrelerin proliferasyon yuzdesi %2.4 iken én-uyarim
yapildigi zaman proliferasyon ylzdesi iki katina cikarak %4.87 olarak
belirlendi (Sekil 4.9).

Yapilan ko-kiltiirlerde KG-1 hicreleri ile beraber CD4" T hicrelerin 96
saat boyunca ko-kultiri devam ettirildiginde ise, T hlcre proliferasyonunun
cok daha yuksek oranda arttigi tespit edildi. Bu deneyler icin iki farkl ko-
kiltir orani kullanildi. ilk kosulda KG-1: CD4" T hiicre orani 0.125:1 olarak
uygulandi. Ikinci kosulda ise KG-1:CD4" T hiicre orani 0.5:1 olarak
uygulandi. Birinci kogulda 0.125:1 oraninda yapilan ko-kultur sonucunda T
hicre proliferasyonu %17.22; 0.5:1 oraninda yapilan ko-kultir sonucunda ise

T hucre proliferasyonu %76.3’e yukseldigi tespit edildi (Sekil 4.9).



56

KG-1 ko-kiiltir KG-1 ko-kuiltiir

Uyariimamis T hc. On-uyariimis T he. 0.125:1 0.5:1
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Sekil 4.9. A. CD4" T hiicrelerin miyeloid kokenli KG-1 hiicreleri ile uyarimi
gerceklestirilen CFSE analizine ait temsili akim sitometri grafikleri.
B. CD4" T hucrelerin miyeloid kdkenli KG-1 hiicreleri ile yapilan
ko-kultir ve oOn-uyarimda T hacrelerin proliferasyon ylzde

degerleri.

4.3.2. Meme Kanseri Hiicreleriyle Ko-kiltiuru Yapilan Naif veya
On-Uyarimi Yapilmis T Hiicrelerin Proliferasyonu

Ko-kultarler i¢in 2 [iminal (MCF-7, BT-474) ve 2 bazal-benzeri (MDA-

MB-468, MDA-MB-231) dzellikteki meme kanseri hicre hatti artan oranlarda

(0.25:1, 0.5:1, 1:1, 2:1) ekildi ve anti-CD3 mAb varliginda T hicrelerle ko-

kaltir yapildi. Naif T hicrelerle yapilan ko-kiltirlerde T hicre

proliferasyonunda belirgin bir degisim olmadigi tespit edildi (Sekil 4.10 ve
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4.12). Meme kanseri hucrelelerinin oranlari artmasina ragmen T hucre
proliferasyon yuzdeleri MCF-7 ile ko-kulturde %1-1.8 arasinda, BT-474 ile
ko-klltirde %1.6-2.5 arasinda, MDA-MB-468 ile ko-klltirde %1.7-4.4
arasinda, MDA-MB-231 ile ko-kultirde %2.9-5.2 arasinda oldugu belirlendi
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.10. Naif CD4" T hiicreler ile iki Iiminal (MCF-7, BT-474) ve iki bazal-
benzeri (MDA-MB-468, MDA-MB-231) 6zellikteki meme kanseri
hdcrelerinin  ko-kultirinden 96 saat sonra, T hucre

proliferasyonunun temsili akim sitometri histogramlari.

On-uyarimi yapilmis CD4" T hiicrelerle meme kanseri hiicreleriyle
yapilan ko-kultirlerde ise liminal benzeri hicrelerin T hlcre proliferasyonu
Uzerinde bir etkisi olmadigi tespit edildi. T hlcre proliferasyon ylzdeleri MCF-
7 ile ko-kultirde %4.03-5.2 arasinda, BT-474 ile ko-kultirde %3.2-
4.6arasinda oldugu belirlendi.
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Bazal-benzeri hucrelerle yapilan ko-kultirlerde ise T hucre
proliferasyonunun belirgin duzeyde arttigi gozlendi. MDA-MB-468 ile ko-
kiltarde (0.25:1 oraninda, %5.8; 0.5:1 oraninda, %7.7; 1:1 oraninda, %8.3 ve
2:1 oraninda, %10.7), MDA-MB-231 ile ko-kultirde (0.25:1 oraninda, %10.4;
0.5:1 oraninda, %12.2; 1:1 oraninda, %16.8 ve 2:1 oraninda, %22.2) (Sekil
4.11 ve 4.12). Meme kanseri hucrelerinin orani arttikga T hucre proliferasyon
ylzdesinin de arttigi gézlemlendi. En ylksek proliferasyonun 2:1 oranindaki
ko-kultirlerde oldugu saptandi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. On-uyariimigs CD4" T hiicreler ile iki liminal (MCF-7, BT-474) ve
iki bazal-benzeri (MDA-MB-468, MDA-MB-231) 6zellikteki meme
kanseri hucrelerinin ko-kulturinden 96 saat sonra, T hucre

proliferasyonunun temsili akim sitometri histogramlari.
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Uyanimamis(Naif) CD4* T hiicre ile ko-kiiltiir: A MCF-7 O BT-747 O MDA-MB-468 [] MDA-MB-231
UyanlmisCD4* T hiicre ile ko-killtir: A MCF-7 @ BT-747 4 MDA-MB-468 W MDA-MB-231
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Liminal ve bazal-benzeri hicreler ile 6n-uyarimi yapiimis veya
yapllmamis T hucreler anti-CD3 mAb varhiginda 96 saat
boyunca vyapilan ko-kultirlerde, T hucre proliferasyonu
yuzdeleri. Sekildeki kirmizi kesik cizgiler én-uyarimi yapiimis
kontrol T hucrelerin duzeyini, yesil kesik cgizgiler ise uyarilmamig
naif T hucrelerin proliferasyon ytzdelerini gostermektedir. Solda
[Gminal (MCF-7 ve BT-474) hicrelerle, sagda bazal-benzeri
(MDA-MB-468 ve MDA-MB-231) huicrelerle yapilan ko-kultirlerin

proliferasyon yuzdeleri gosterilmektedir.

Bazal-benzeri alt-tipteki hicreler T hicre proliferasyonunda daha

uyaricidir ve T hlcre proliferasyonu igin 6n-uyarim gereklidir.
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4.3.3. CD4" T Hiicrelerin, KG-1 ve Fikse veya Kontrol Meme
Kanseri Hiicreleri Varliginda Proliferasyonu

Bazal-benzeri hicrelerle yapilan ko-kulterlerdeki T hicrelerin
proliferasyon artiginin salgilan faktérlerden mi yoksa yuzey molekillerinden
mi kaynakli oldugunu belirlemek amaciyla, meme kanseri hicreleri ko-kultur
kabina ekildikten 20 saat sonra fikse edildi. Bu hucrelerin Gzerine 0.125:1
oraninda KG-1 ve T hucreler eklendi. Fikse edilen meme kanseri hicreleriyle
yapilan ko-kulttrler sonucunda proliferasyonda inhibisyon tespit edildi (Sekil
4.13 ve 4.15). Yalnizca KG-1 ve T hucrelerin ko-kulturinde proliferasyon
yuzdesi %2.4 idi (Bkz. Sekil 4.8) Buna gore luminal hucrelerle (MCF-7 ile ko-
kultirde 0.25:1 oraninda, %15.85; 0.5:1 oraninda, %6; 1:1 oraninda, %4.75
ve 2:1 oraninda, %3.5, BT-474 ile ko-kultirde 0.25:1 oraninda, %18.85;
0.5:1 oraninda, %13.2; 1:1 oraninda, %8.1 ve 2:1 oraninda, %4.1) ve bazal-
benzeri hucrelerle yapilan ko-kultirlerde (MDA-MB-468 ile ko-kulturde,
0.25:1 oraninda, %13; 0.5:1 oraninda, %8.65; 1:1 oraninda, %5.35 ve 2:1
oraninda, %3.9, MDA-MB-231 ile ko-kulttrde, 0.25:1 oraninda, %14.8; 0.5:1
oraninda, %13.65; 1:1 oraninda, %9.4 ve 2:1 oraninda, %5.7) artan meme
kanseri hucre oranina bagimh olarak T hucre proliferasyonunda azalma
saptandi (Sekil 4.14) .



61

+ MCF-7 + BT-747 + MDA-MB-468 + MDA-MB-231
¥
"
" i
o o
3
': : - . o v - b 3
-||-_ H H
3 L H '
~ ; ~ H
o * 5:. I‘r
— | .
g - v - v v w - - - L o  J
e ’
W H
H=|
= H :
3 " i - 3'
w . "o
E T T o - T Tl 7 ] o £
g [ e e
H ¥
w H H
§ o ;
L. o H
2 - . ’ 27 - B 7 ] >

CFSE n=3

Sekil 4.13. Fikse edilmis meme kanseri hlcreleriyle beraber T ve KG-1
hdcrelerinin ko-kllturlerinde T hucre proliferasyonunun temsili

akim sitometri grafikleri.

Fikse edilmemis (kontrol) meme kanseri hucreleriyle yapilan ko-
kultarlerde ise Ozellikle bazal-benzeri hicrelerde belirgin bir proliferasyon
artisi gozlemlendi (Sekil 4.14 ve 4.15). Luminal hcrelerle yapilan Ggla ko-
kaltar yuzdeleri MCF-7 ile ko-klltirde 0.25:1 oraninda, %13.9; 0.5:1
oraninda, %12.7; 1:1 oraninda, %10.8 ve 2:1 oraninda, %8.2, BT-474 ile
ko-kultirde 0.25:1 oraninda, %21.4; 0.5:1 oraninda, %21.8; 1:1 oraninda;
%15.06 ve 2:1 oraninda, %6.9 olarak saptandi. Bu degerler tek basina KG-1
ve T hicrelerin proliferasyon ylzdesine gore degerlendirildiginde
proliferasyon artisinin olmadigi hatta meme kanseri hlcrelerinin oran artisina
baglh olarak proliferasyonda azalma oldugu belirlendi (Sekil 4.14) .Bazal-
benzeri hucrelerle yapilan Ggla ko-kultur yuzdeleri MDA-MB-468 ile ko-
kdltirde, 0.25:1 oraninda, %15.9; 0.5:1 oraninda, %15.9; 1:1 oraninda,
%27.4 ve 2:1 oraninda, %30.4, MDA-MB-231 ile ko-kultirde 0.25:1
oraninda, %32.5; 0.5:1 oraninda, %45.4, 1:1 oraninda, %51.2 ve 2:1
oraninda, %33.4 olarak saptandi. Bu degerler tek basina KG-1 ve T
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hdcrelerin  proliferasyon yuzdesine gore degerlendirildiginde T hucre
proliferasyonunda belirgin bir artis oldugu belirlendi (Sekil 4.15). Fikse
edilmeyen bazal-benzeri MDA-MB-231 kanser hucreleriyle T hlcrelerinin ko-
kalturinde 1:1 oranindayken %51.2 olan proliferasyon yuzdesi, 2:1 oranina

cikarildiginda %33.4 olarak saptandi.
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Sekil 4.14. Fikse edilmemis (kontrol) meme kanseri hicreleriyle beraber T ve
KG-1 hucrelerinin ko-kultarlerinde T hicre proliferasyonunun

temsili akim sitometri grafikleri.
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Meme kanseri hiicreleri: Fikse A MCF-7 O BT-747 < MDA-MB-468 O MDA-MB-231
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Sekil 4.15. Fikse edilmis ve edilmemis (kontrol) meme kanseri hiicreleriyle
beraber T hiicre ve KG-1 hucrelerinin Uglu ko-kulturlerinde anti-
CD3 mAb varliginda T hacrelerinin proliferasyon ylzdeleri. Solda
fikse edilen ve edilmeyen Iuminal tipteki hucrelerle (MCF-7, BT-
474); sagda fikse edilen ve edilmeyen bazal-benzeri tipteki
hicrelerle (MDA-MB-468, MDA-MB-231) yapilan ko-kulttrlerdeki
T hucrelerin proliferasyon ylzdeleri gosteriimektedir. Kesik
cizgiler KG-1 ile T hucrelerin ikili ko-kulturundeki proliferasyon

yuzdesini vermektedir.

Fikse edilmis meme kanseri hucreleri ile yapilan Gglu ko-kulturlerdeki
T hacre proliferasyonundaki inhibisyonun dogrulanmasi amaciyla, ko-
kultarlerdeki KG-1 hucrelerinin  orani artinidi. Boylelikle, T hucrelerin
proliferasyon duzeyi yukseltildi (KG-1 : T hdcre orani 0.5 :1). Fikse edilmil
bazal-benzeri MDA-MB-231 hducreleriyle yapilan ko-kulturlerde, meme
kanseri hucrelerinin oran artisina bagimh olarak inhibisyon etkisinin de arttigi
dogrulandi (Sekil 4.15).
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Kontrol (fikse edilmemis) MDA-MB-231 hacreleri ile T hicre ve
KG-1 hucrelerinin  Ggla  ko-kdltar sonuglarinin temsili  akim
sitometri histogramlari (KG-1 : T orani ; 0.125 : 1) sol kenardaki
histogramlarda gosterilmistir. Fikse edilmis MDA-MB-231
hiucreleri ile T hiucre ve KG-1 hucrelerinin G¢li  ko-kalttr
sonuglarinin temsili akim sitometri histogramlari (KG-1: T orani ;
0.125 : 1’dir) ikinci sGtunda gdsterilmistir. Fikse edilmis MDA-MB-
231 hucreleri ile T hiacre + KG-1 hicrelerinin  ko-kultar
sonuglarinin temsili akim sitometri histogramlari (KG-1: T orani ;
0.5 : 1'dir) sad kenardaki histogramlarda gosterilmistir. Ust
kisimda T hicre ve KG-1 hcrelerinin ikili ko-kultdr sonuglarinin
temsili akim sitometri histogramlari (KG-1 : T orani ; 0.125 : 1
iken T hlcre proliferasyonu %17.22; KG-1: T orani ; 0.5 : 1 iken

T hicre proliferasyonu %76.3’dur) gosterilmistir.
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Gergeklestirilen T hicre proliferasyon deneyleri sonucunda T
hdcrelerin uyarimi icin 2:1 T hdcre : meme kanseri ko-kultir oraninin
optimum oldugu géruldu. Bu oranda elde edilen I[iminal ve bazal benzeri
meme kanseri hucreleri ile yapilan ko-kulturlerdeki sonuglar karsilagtiriimali

olarak Sekil 4.17°de verilmigtir.
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Sekil 4.17 A. Naif ve On-uyarimi yapimis T hicrelerle meme kanseri
hicrelerinin ikili ko-kalttirt ile elde edilen T hiicre proliferasyon

degerleri

B. KG-1, T hucre ve fikse edilen veya fikse edilmeyen (kontrol)
meme kanseri hucreleriyle yapilan Ug¢lu  ko-kulturlerde

(0.125:1:1) T hticre proliferasyon degerleri gosterilmistir.

Bazal-benzeri hucreler tarafindan salgilanan faktorlerin T hcre
proliferasyonunda etkisi olabilir. Meme kanseri hucreleri tarafindan
salgilanan faktorlerin yoklugunda ytizey molekdllerinin inhibe edici etkisi

vardir.
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4.4. Meme Kanseri Hiicreleri ile Ko-Kiiltiiri Yapilan CD4" T

Hucrelerde Aktivasyon Belirteglerinin Analizi

MCF-7, BT-474, MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 ile naif veya 0On-
uyarimi yapilmig T hicreleri anti-CD3 mAb varliginda 20 saat boyunca 2:1
oraninda ko-kultur yapildi.

CD25, CD69 ve CD154 aktivasyon belirteglerinin T hicreler
yuzeyindeki varhgi akim sitometri ile analiz edildi. Naif T hicrelerle yapilan
ko-kulterlerde: MCF-7 ile yapilan ko-kultur sonucunda T hucreler Gzerindeki
CD154 %2.8, CD25 %7.2, CD69 %27.5; BT-474 ile yapilan ko-kultir
sonucunda T hdcreler Uzerindeki CD154 %2.2, CD25 %5.6, CD69 %31.4;
MDA-MB-468 ile yapilan ko-kultir sonucunda T hicreler tUzerindeki CD154
%2.8, CD25 %9.4, CD69 %39.5; MDA-MB-231 ile yapilan ko-kultir
sonucunda T hucreler Uzerindeki CD154 %1.5, CD25 %14.2, CD69 %43.4
olarak tespit edildi. Ko-kultlr sonuglari, kontrol T hicre ile yapilan analizlerle
(CD154 %1.8, CD25 %11.2, CD69 %24.05) karsilastiriidiginda CD25’te
liminal  hicrelerde azalma yonunde degisiklik oldugu, CD154
ekspresyonlarinda bir fark olmadigi ancak CD69 ekspresyonun bazal-benzeri
hiacreler olan MDA-MB-468 ve MDA-MB-231'de daha yuksek oldugu
saptandi (Sekil 4.18 ve 4.20).
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+ MDA-MB-468 + MIDA-MB-231

Sekil 4.18 Naif T hucreler ile meme kanseri hucrelerinin (MCF-7, BT-474,
MDA-MB-468 ve MDA-MB-231) 20 saat ko-kulturinden sonra T
hicre aktivasyon belirtegleri CD25, CD69 ve CD154

ekpresyonlarinin temsili akim sitometri histogramlari.

On-uyarimi yapilmis T hiicreler ile yapilan ko-kilterlerde: MCF-7 ile
yapilan ko-klltir sonucunda T hucreler Gzerindeki CD154 %4.6, CD25
%49.9, CD69 %85.6; BT-474 ile yapilan ko-kultir sonucunda T hicreler
uzerindeki CD154 %5.3, CD25 %48.3, CD69 %86.6; MDA-MB-468 ile
yapilan ko-kultir sonucunda T hucreler Uzerindeki CD154 %4.3, CD25
%41.3, CD69 %81.6; MDA-MB-231 ile yapilan ko-kultir sonucunda T
hicreler Uzerindeki CD154 %1.9, CD25 %52.6, CD69 %82.1 olarak tespit
edildi. Ko-kultar sonuglari, kontrol én-uyarimi yapilmis T hicre ile yapilan
analizlerle (CD154 %1.9, CD25 %55.4, CD69 %83.9) karsilastirildiginda tg¢

molekulin de ekspresyonunda bir fark olmadigi tespit edildi.
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T hiicre + MCF-7 +BT-747 + MDA-MB-468 + MDA-MB-231
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Sekil 4.19 On-uyarimi yapilmis T hicreler ile meme kanseri hiicrelerinin
(MCF-7, BT-474, MDA-MB-468 ve MDA-MB-231) 20 saat ko-
kultirinden sonra T hlcre aktivasyon belirtegleri CD25, CD69 ve

CD154 ekpresyonlarinin temsili akim sitometri histogramlari.
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Naif T hiicreler ile ko-kiiltiir On-uyarilmis T hiicreler ile ko-kiiltiir
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Sekil 4.20 Naif ve On-uyarimi yapilmis T hiicreler ile meme kanseri
hacrelerinin (MCF-7, BT-474, MDA-MB-468 ve MDA-MB-231)
20 saat ko-kultirinden sonra aktivasyon belirtegleri CD25,
CD69 ve CD154 ekpresyonlarinin karsilastirmali grafikleri
(*P<0.05).
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5. TARTISMA

Kanser hucreleri immuin kesif sirasinda, cesiti mekanizmalar
araciligiyla konagin immun sisteminden saklanirlar veya immun baskilayici
molekuller Uretirler. Bu nedenle, immun sistem tumor hdcrelerini tanimakta
zorlanir ve yeterince aktive olamaz. Bu sayede, tUmor hucreleri konakta
¢ogalarak yasamlarina devam ederler. Tumor antijenlerinin immun sistem
tarafindan taninmasi 6zgul anti-timoér yanitlarin gelisiminde en &énemli
asamalardan birini olusturur (2). T hdcre aracili anti-tumor immunite igin,
kanser iligkili antijenlerin MHC molekdlleri tarafindan sunulmasinin yaninda
ko-stimdlator ikincil sinyallerin diger immun (6zellikle profesynel ASH’ler),
stromal veya tumor hucrelerinden alinmasi gerekir. Kostimulasyon
mekanizmasindaki duzensizlikler anti-tumor immunitesinin basarisizligiyla
iligkili olabilir. B7 ligand ailesi araciligi ile saglanan kostimulator sinyaller
immun sitemin gucu, baskilanmasi ve otoimmunite arasindaki dengenin
saglanmasi i¢in en 6nemli mekanizmalardan birisidir (75).

Meme kanseri heterojen bir yapiya ve molekuler profile sahiptir. Diger
epitelyal kanserlere goére heterojenlik agisindan daha ¢ok hematolojik
malinitelerle benzerlik gostermektedir. Meme kanseri progresyonunda, kolon
kanseri veya pankreatik kanserlerde oldugu gibi belirgin bir yolak veya
histolojik gdsterge belirlenmemistir (76). immiin hiicrelere normal meme
stromasinda sik rastlanmaz. Ancak, karsinogenez surecinde edinsel ve dogal
immiin sistem hicreleri meme dokusunda belirgin artig gosterir. immin
hicre infiltrasyonlari hem in situ hem de invaziv karsinomlarda
gbzlenmektedir (19). Iimmiin hicre infiltrasyonunun artisi, meme
tumorigenezinin artigiyla paralellik gdsterir (77). Bazal-benzeri alt-tipteki
meme kanseri daha agresif seyirlidir ve siklikla CD4" T lenfositler tarafindan
infiltre edilir (77).

Sekonder lenfoid organlardan ayrilarak periferik dokulara yerlesen T
lenfositlerin  canlih@ini, aktivasyonunu ve hatta proliferatif aktivitesini
surdirebilmesi igin ek uyaranlara ihtiyaci vardir. inflamatuvar sitokinler ve

kostimulator molekuller bu uyaranlarin baslicalaridir. Meme kanseri
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tumorlerinde yaygin T lenfosit infiltrasyonunun bulunmasi, bu mikrogevrede
kostimulator molekuller tarafindan saglanan aktivator, inhibitér veya
duzenleyici uyaranlarin bulunabilecegini dugundurmektedir.

Meme kanserinde B7-H1 molekulli basta olmak Uzere B7-H3 ve B7-
H4 molekulleriyle yapilan bazi c¢alismalar bulunmaktadir. Ghebeh ve
arkadaslari, invaziv duktal karsinom hastalarinin %50’sinde B7-H1
molekulinin ekpresyonunu, ayrica B7-H1 ekspresyonunun, evre lll, ER ve
PR negatifligi ile ilskili oldugunu gdstermislerdir (78). Primer duktal ve lobuler
meme kanseri hastalarinda yapilan bir c¢alismada alinan 06rneklerin
%90.6’sinda B7-H3 molekulinin ekspresyonunu gozlemlemiglerdir (72).
Tringler ve arkadaslari, immunhistokimyasal olarak belirlenen %95 primer
meme kanserinde ve %98 metastatik meme kanserinde (invaziv duktal ve
invaziv lobuler) B7-H4 pozitifligi belirlenmistir (5). Faget ve arkadaglari meme
kanserinde infiltre ICOS™ T hucrelerle ilgili yaptiklari c¢alismada; ICOS*
hicrelerin lenfoid agregatlarda ylksek sayida bulundugunu, bu infiltrasyonun
IGminal A/B molekdiler alt-tiplerle, negatif ER ve HER2/neu asiri ekspresyonu
ve Uclu negatiflik durumuyla iligkili oldugunu, ancak ICOS Ligandi B7-HZ2'yi
hem hucre hatlarinda hem de meme kanseri dokularinda gdsteremediklerini
belirtmiglerdir (69). Diger B7 ailesi ligandlarinin meme kanseri hucreleri
uzerinde bulunduguna iligkin 6ne ¢ikan dnemli bir calismaya rastlanmamistir.

Bu calismada, liminal ve bazal-benzeri molekiler alt-tiplere sahip
meme kanseri hiucre hatlarinda B7-1, B7-2, B7-H1, B7-DC, B7-H2, B7-H3,
B7-H4, B7-H6 molekullerinin varligi ve inflamatuvar uyaranlar altinda
ekspresyonlarinin degisimi arastiriimistir. Meme kanserinin molekdler tipleri
arasinda ekspresyon farkliigi saptanan B7 ligandlarinin  degisimi
arastinimistir. CD4™ T hicre aktivasyonu ve gogalmasina olan etkilerinin
belirlenmesi amacglanmistir.

ilk olarak bazal-benzeri ve liminal alt-tipteki hiicre hatlarinda B7
molekullerinin gen ekspresyonlari ve inflamatuvar uyaranlar altinda bu
genlerin ekspresyonlarinin degisimi degerlendirildi. Antitimor immadn yanitlar
ve tumadr mirogevresinde kritik 6neme sahip olan sitokinlerin baglicalari IFN-

y ve TNF-a’dir. Her sitokinin de kostimulator molekul ekspresyonu Uzerine



72

etkisi oldugu bilinmektedir. Bu c¢alismada inflamatuvar uyaranlar olarak
rekombinant IFN-y (rIFN-y) ve LPS kullanildi. TNF-a ile benzer yolaklar
(NF-kB ve MAPK aktivasyonu) uyarmasi nedeniyle LPS uyarimi TNF-a’ya
alternatif yolak olarak secildi (79, 80). LPS glgli immin yanitlarin
tetiklenmesini saglayan bir mikrobiyal ajandir (81). LPS ile uyarilan
hicrelerden TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinler salgilanir. LPS, toll
benzeri reseptor 4 (TLR4) araciligiyla hucrelere etki eder. Bu galismada
kullanilan MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 (82-84) hucre hatlarinda
TLR4’Un eksprese oldugu bilinmektedir. Ancak, bu calismada kullanilan
meme kanseri hicre hatlarinda gerek TLR4, gerekse LPS taninmasinda rol
oynayan diger molekullerin varligi arastinlmamistir. IFN-y ise antijen
sunumunu artirici, hicre buyumesini ve c¢ogalmasini inhibe edici; ayni
zamanda MHC ve B7 kostimulatoér molekdllerinin ekspresyonunu uyarici
etkilere sahiptir. IFN reseptorleri IFNAR1/2'nin ekspresyonu stromal ve
parenkimal pek ¢ok hicrede oldukga yaygindir (85, 86).

B7-1 ve B7-2, genellikle hematopoetik hlcrelerde ekspresyonu
bulunmaktadir (87). B7-2 ekspresyonu ise daha nadir bulunur (68).
Langerhans hucrelerinin, LPS ve IFN-y ile uyarildiklari zaman uUzerinde
bulunan B7-1 ve B7-2 molekullerinin ekspresyonlarinda artis oldugu
gOsterilmigtir. Dendritik hlcrelerle yapilan bir ¢alismada, 40 saatlik LPS
uyarimiyla B7-1 ekspresyonunun %7.8; 20 saatlik uyarimda B7-2
ekspresyonunun ise %22.7 oraninda arttigi gosterilmisgtir (87, 88). Gerek
kontrol, gerekse LPS veya IFN-y ile uyarildginda meme kanseri hucre
hatlarinda B7-1 ve B7-2 molekullerinin belirgin dizeyde ekspresyonuna
rastlanmamigtir.  Bu molekullerin  hematopoetik  kdkenli  hucrelerde
ekspresyonunun daha yaygin oldugu bilinmektedir. B7-1 ve B7-2'nin epitelyal
kokenli hiucrelerde ise nadiren induklendigine dair bilgiler mevcuttur. Meme
kanseri hucre hatlarindaki bulgularimiz da bunu desteklemektedir. Bu
molekuller, profesyonel antijen sunumu yapilan sekonder lenfoid
organlardaki en kritik aktivator molekullerdir. Bu molekullerin sekonder
lenfoid organlar disinda eksprese olmamasi, immun reaksyonlarin kontrol

altinda tutulabilmesini saglayan bir emniyet mekanizmasi olabilir.
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Perifer dokuda geligsen inflamatuvar yanitlarin sonlandiriimasi inhibitor
Ozellikteki kostimulator sinyalleri ile saglanir. Aktive T lenfositler Gzerinde
PD-1 reseptori eksprese olur (54). PD-1 sinyalleri, immin yanitlarin
sonlandiriilmasinda onemli bir regulatuvar mekanizmadir. B7-H1 ve B7-DC
molekullerinin inflamatuvar kosullar altinda gerek perifer dokuda, gerekse
sekonder lenfoid organlarda immun yanitlarin kontrol edilmesi saglanir. PD-1
ligandlari, ozellikle B7-H1 pek ¢ok kanserde eksprese olur ve anti-tumor
immun yanitlardan bir kagis mekanizmasi olarak kullanildigi gosterilmigtir
(89). invaziv duktal karsinom hastalarinda belirlenen B7-H1 molekiliniin
evre Il ve hormon reseptorlerindeki negatiflik ile iligkili oldugu gosterilmistir
(78). Ayrica, MDA-MB-231 hicre hattinda immunhistokimyasal boyama ile
B7-H1 ekspresyonu belirlenmistir (55). B7-H1 bazal-benzeri MCF-12A, MDA-
MB-231 ve HCC38’lerde ylksek dizeyde gen ekspresyonu ve yuzey proteini
dizeyinde gozlemlendi. MDA-MB-468 hucrelerinde ise kontrol kosullari
altinda mRNA ekspresyonunun diger bazal-benzeri hucre hatlarina kiyasla
oldukga disiUk oldugu gbézlendi. LUminal hicre hatlarinda B7-H1
ekspresyonuna rastlanmazken ER™ PR™ HER2" olan SK-BR-3 hiicrelerinde
B7-H1 gen ekspresyonunun belirgin oldugu gozlemlendi. SK-BR-3 hucreleri
imUnhistokimyasal profillerine goére ER negatifliginden dolayi bazal-benzeri
gruba yakinlik gésteren bir hiicre hattidir. Hlicre hatti siniflamasinda |iminal
gruba dahil edilse de hastalarda yapilan siniflandirmaya gére HER2-pozitif
alt-tipteki meme kanserileri grubuna dahil olabilir. LPS ile uyarimin bu hicre
hatlarinda herhangi bir etkisi olmazken; IFN-y, MDA-MB-468 dahil tim bazal-
benzeri hucrelerde B7-H1 protein ekspresyonunu artirmistir.  LUminal
hicrelerde ise B7-H1'in protein duzeyinde bir degisiklik olmazken, mRNA
dizeyinde (06zellikle SK-BR-3 hucrelerinde) BT-474 hari¢ IFN-y’'nin uyarici
etkisi gézlemlendi. Bao ve arkadaglari, LPS’in miyeloma hucreleri Gzerindeki
B7-H1 ekspresyonunu artirdigini géstermiglerdir (90). LPS’nin bazi hicre
hatlarinda etkisinin olmamasini, hlcrelerde TLR4’Gn bulunmamasina
baglayabiliriz. Meme kanserinde ise LPS'’in belirli bir etkisini bulamadik.
Liang ve arkadaslan vyaptiklari ¢alismalarda MCF-7 ve MDA-MB-468

hicrelerinde IFN-y ile uyarimda B7-H1 ekspresyonunun artisini doz artigina
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bagimli olarak gdstermislerdir (91). Ozellikle IFN-y uyarimini takiben MCF-7
hicrelerinde mRNA duzeyinde B7-H1 ekspresyonunu bulmamiz literatiru
destekler niteliktedir. Ancak, B7-H1’in liminal hicrelerde protein dizeyinde
de ekspresyonunun uyariimasi i¢in IFN-y ile daha uzun sure inkubasyon
veya daha yuksek konsantrasyonda IFN-y kullaniimasi gerekli olabilir. Bazal-
benzeri meme kanseri hucrelerinde ise B7-H1’in surekli ekspresyon oldugu
belirlenmistir ve IFN-y ile protein dizeyi kisa stirede artis gosterir.

B7-DC ekspresyonu meme kanserinde daha o6nce calisiimamistir.
MDA-MB-468 hucreleri hari¢ tim bazal-benzeri hlcrelerde ekspresyonuna
rastlanmistir. IFN-y, MDA-MB-468 hucreleri hari¢ diger bazal-benzerii
hlcrelerde artmasini saglamistir. MDA-MB-468 hicre hatti bazal A molekuler
alt-tipe sahiptir (92). Bazal A tipteki hlcreler, liminal tipteki hicrelerinki ile
yakin dzelliklere sahiptir (92). Luminal tipteki meme kanseri hicrelerinde B7-
DC molekulinin ekspresyonu gozlenmemistir. Sadece, SK-BR-3
hicrelerinde gen ve dusuUk bir oranda protein ekspresyonu belirlenebilmigtir.
Bunun sebebi de B7-H1’de de gdzlendigi gibi SK-BR-3 hicrelerinin bazal-
benzeri alt-tipteki hiicrelere yakin 6zellikler gdstermesi olabilir. Ozellikle
bazal-benzeri hucre hatlari B7-H1 ve B7-DC ligandlarini IFN-y gibi antitimor
immadn yanitlarda kritik rol oynayan bir molekul varliginda arastirilarak bir
immun kagis mekanizmasi olarak kullanabileceg@i yonunde bilgiler elde edildi.
IFN-y, naif T hdcrelerin Th1 hucrelerine farklilasmasinda rol oynar. Th1
hicresi gelistikten sonra surekli olarak IFN-y salgilamaya baglar (97). IFN-
ynin da B7- H1 ve B7-DC ekspresyonunu induklemesi T hucrelerin
baskilanmasina sebep olur. Bu durum, bazal-benzeri alt-tipteki kanserlerin
daha agresif olmasinin sebebi olabilir.

B7-H2 gen ekspresyonu duzeyinde lenfoid dokular basta olmak tzere
bdbrek, karaciger ve akciger gibi dokularda da belirlenmistir. Meme kanseri
dokularyla yapilan bir galigmada B7-H2 ekspresyonuna rastanmamistir (69).
IFN-y ile uyarildiginda fibroblastlar, endotel ve epitel hicrelerinde B7-H2
ekspresyonu gozlenmistir. B7-H2 ekspresyonu NF-kB bagdimh degildir (68).
Bu nedenle, LPS ile uyarim sonucunda B7-H2 ekpresyonunda bir artis

beklenmemektedir. Liminal 6zellikteki hucrelerde daha belirgin olmak Uzere,
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B7-H2 ekspresyonu tum meme kanseri hlcre hatlarinda mevcuttu. Genel
olarak LPS uyariminda mRNA ekspresyon dizeyinde bir artis gézlenmedi
fakat, IFN-y mRNA dizeyinde B7-H2 ekspresyonunu uyarmaktaydi. Protein
dizeyinde B7-H2 ekspresyonu en disuk SK-BR-3 ve T-47D hucrelerinde
gOzlendi. LPS ile uyarildigi zaman protein duzeyinde B7-H2 ekspresyonunun
bazi hucre hatlarinda azaldigi fakat sadece SK-BR-3 hucrelerinde bu
azalmanin anlamli duzeyde oldugu belirlendi. Bunun sebebinin de daha once
belirtildigi gibi SK-BR-3 hucrelerinin immuanhUstokimyasal profili olabilir.
Ayrica Doélen ve Esendagl’nin AML hucreleri Uzerinde yaptiklari bir
calismada B7-H2 molekulinin uyariimigs T lenfositler ile ko-kllturlerde
azaldigini gostermiglerdir (93). B7-H2 molekulinin bazal-benzeri hlicrelerde
ekspresyonu belirlenmemistir. Ancak, MDA-MB-468 hucrelerinde mRNA
duzeyinde yuksek ekspresyon belirlenmesinin nedeni de, bu hiucrelerin Bazal
A alt tipinde olmasi olabilir. Liminal meme kanseri hucrelerinde, T hucre
aktivasyonunu uyarici B7-H2 molekulunun ekspresyonu olmasina ragmen T
hicreler Uzerinde uyarici etkileri gozlenmemistir. Bu hucrelerin bagka bir
baskilama mekanizmasina sahip oldugunu soyleyebiliriz.

B7-H3 kuguk hacreli-disi  akciger ve prostat kanserlerinde
belirlenmistir. Primer duktal ve lobller meme kanseri hastalarinda yapilan bir
calismada alinan oOrneklerin neredeyse tamaminda B7-H3 molekulunun
ekspresyonu goézlemlenmistir (72). Hematopoetik hicreler LPS ve IFN-y ile
uyarildiklarinda B7-H3 gen ekspresyonunun uyarildigi gosterilmistir (94).
Bizim calismamizda, B7-H3 ekspresyonu SK-BR-3, MDA-MB-468 ve MDA-
MB-231 hducreleri digindaki hulcrelerde tespit edildi. LPS uyarimi bu
molekilin mRNA ekspresyonunda bir farklilik olusturmazken IFN-y’nin
ekspresyonunu artirdig1 yonunde bulgular elde dildi. B7-H4 mRNA’sI pek ¢ok
dokuda yaygin olarak bulunmaktadir. Fakat, ylzey molekullu olarak akciger
ve ovaryum kanserlerinde belirlenmigtir (68). Primer meme kanserinde ve
metastatik meme kanserinde (invaziv duktal ve invaziv lobuler) B7-H4
pozitifligi oldukg¢a sik rastlanir (5). Ancak, meme kanseri hicre hatlarinin
bazilarinda ¢ok belirgin bazi hatlarda ise hi¢ ekspresyon belirlenmedi. B7-H6

ylzey molekllinin ekspresyonuna fizyolojik kosullar altinda rastlanmazken
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tumor dokularinda eksprese oldugu bildiriimektedir (95). Meme kanseri
hdcrelerinin de hepsinde mRNA dizeyinde B7-H6 ekspresyonu bulunmustur.
B7-H3, B7-H4 ve B7-H6 molekullerine ait mRNA ekspresyonlarinda
kullanilan meme kanseri hucrelerinin molekuler alt-tiplerine gore belirgin bir
fark gozlenmemistir. Bu nedenle, bu molekullerin protein diuzeyinde
ekspresyon analizi gerceklestiriimemigtir.

Anti-timdr immadn yanitlarin en etkin hlcreleri sitotoksik T lenfositler
olarak gorulur. Naif CD8" T hiicrelerin uyarilarak gogalmasi ve aktif CTL’lere
farkhlasmasi igin yalnizca antijenin (MHC sinif | iligkili peptit) taninmasi
yeterli degildir, bunun yaninda yardimci T hucrelerin fonksiyonlarina da
ihtiyaci vardir (97). Yardimci T lenfositler aktive olmak icin MHC sinif 1l ile
sunulan antijenlere ve kostimulasyon sinyallere gereksinim duyar. Ayrica,
CD4" T hucreler salgiladiklari sitokinlerle T hiicre gogalmasi ve makrofajlarin
aktivasyonu gibi pek ¢ok surece de katkida bulunurlar. Tip 1 yardimci T
lenfosit destedi olmaksizin CTL veya diger anti-timoér immdn yanitlar
basariya ulagsamaz. Meme kanseri yuksek dlzeyde immun hucre
infiltrasyonu ile karakterizedir (19). ER-negatifligi ve timorun agresifligi ile
CD4" T hicrelerin infiltrasyonu korelasyon gosterir (96). Timor
mikrocevresinde bulunan CD4" T hiicreler PD-1 reseptori tasirlar. PD-1,
bazal-benzeri meme kanseri hucreleri Uzerinde slrekli ekspresyonunu
g6rdigimuz B7-H1 (PD-L1) ve B7-DC (PD-L2) molekdlleri ile baglanir. PD-1
tarafindan iletilen sinyaller CD4" T hcrelerin aktivasyonunu baskilar ve
apoptoza gitmesine sebep olur. B7-H2 molekill ise aktive olmus CD4" T
hicreler lUzerinde eksprese olan ICOS’un ligandidir. Uyarilmasi sonucunda T
hlcrelere aktivasyonlarini destekleyici sinyaller gonderirler ve canlihgini
devam ettirir.

Ldminal ve bazal benzeri meme kanseri hulcreleri Gzerinde farkli
ekspresyon dagilimi gosteren B7-H1, B7-H2 ve B7-DC molekdillerinin
yardimci T hucre yanitlar Gzerine olan etkisini belirlemek amaciyla ko-kultar
deneyleri yapildi. Bu amagla B7-H2 ekspresyonu yuksek; B7-H1 ve B7-DC
ekspresyonlari dusuk olan MCF-7 ve BT-474 luminal meme kanseri hlcre

hatlar temsili olarak segildi. B7-H2 ekspresyonu dusuk; B7-H1 ve B7-DC
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ekspresyonlari daha belirgin olan MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 ise temsili
bazal-benzeri hucre hatlari olarak kullanildi. B7-H2 reseptord ICOS ve
B7-H1/B7-DC reseptdri PD-1 uyariimis T lenfositler Uzerinde bulunur. T
hicrelerin aktivasyonunu saglayan en o6nemli hicreler ise profesyonel
ASH’lerdir. Bu hucreler sinif Il MHC molekdlleri varliginda T hucre
reseptorund uyarirlar ve oOzellikle CD28 Uzerinden kostimulasyon saglarlar.
CD4" T hucrelerin uyarilmasi icin MHC sinif Il molekilinin hiicrelerde
ekspresyonu gereklidir ancak meme epitelinde bu molekullerin ekspresyonu
bulunmamaktadir. Bu nedenle galismamizda HLA-DR ve B7-2 eksprese
ettigi bilinen miyeloid kokenli hucreler (KG-1 hucre hatti) varliginda allojenik
CD4" T hucrelerin, anti-CD3 monoklonal antikoru ile 6n uyarimi
gerceklestiriimistir. KG-1 hlcrelerinin yardimci T hucreleri kisa slrede etkin
sekilde uyarabildigi bilinmektedir (93). Ozetle, KG-1 hiicreleri ile uyarimi
yapilan T lenfositlerin ICOS ve/veya PD-1 eksprese ederek kostimulator
sinyallere acglk hale gelmesi saglandi.

Hem lUiminal hem de bazal-benzeri alt-tiplerle yapilan ko-kultirlerde
on-uyarim yapilmis T hucrelerin proliferasyon artigi uyarimi yapilmamislara
oranla daha ylksek seviyede bulundu. LUminal hucrelerin T huicre
proliferasyonuna bir etkisi olmadigi saptandi. Ancak, bazal-benzeri alt-tipteki
hicrelerin oransal artisina bagl olarak T hicre proliferasyonunda belirgin
duzeyde artis tespit edildi. Bunun sebebi, on-uyarim sayesinde T hucrelerin
uzerindeki CD25 (IL-2Ra) gibi canlihgi destekleyen veya inflamatuvar
sinyalleri algilayabilen molekullerin ekspresyonlarindaki artis olabilir. T
hicrelerde otokrin olarak salgilanan IL-2, CD25’e baglanarak T hucrelerin
blylUmesini indukler. Bazal benzeri hucrelerin T hicre proliferasyonunu
artirmasinin altinda yatan sebep bazal-benzeri hucrelerden salgilanan
birtakim faktorler olabilir. Ancak, bdyle bir molekile dair bilgi
bulunmamaktadir. Luminal meme kanseri hucrelerinde ise ko-aktivator
molekll B7-H2 molekulinin ekspresyonu olmasina ragmen T hucre
proliferasyonunda artis olmamasi bu sinyallerin T hlcre Uzerine etki edecek
glgcte olmadigini veya ustln bir baskilama mekanizmasi olabilecegine isaret

etmektedir. Bazal-benzeri hicre hatlarinda ise ylUksek seviyede ko-inhibitor
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molekullerin ekspresyonuna ragmen T hucre proliferasyonunun yuksek
olmasi, bu hucrelerle ko-kultur yapilan T hdcrelerin PD-1 aracili inhibitor
sinyallere duyarliiginin arastiriimasini gerektirir.

Bazal-benzeri  hlcrelerdeki  proliferasyon artisinin  salgilanan
faktorlerden kaynakli olup olmadigini belilemek ve PD-1 ligandlarinin
etkinligini bu faktorler yoklugunda test edebilmek amaciyla meme kanseri
hicreleri fikse edildi. Daha glgli uyarim yapabilmesi i¢in T hicrelerin
dogrudan KG-1 ve fikse MDA-MB-231 hcreleri ile tgli ko-kultirleri yapildi.
Meme kanseri hucrelerinin fiksasyonu ile yapilan ko-kultirlerin sonucunda T
hdcrelerin proliferasyonunda goézlenen diusus bastaki proliferasyon artiginin
salgilanan faktér kaynakh oldugunu gdstermistir. Ayrica, proliferasyondaki
dusis bu hucreler Gzerindeki inhibe edici B7-H1 ve B7-DC molekullerinden
de kaynaklaniyor olabilir. Bazal-benzeri hucreler salgilanan faktorler
araciligiyla uyarilmig T hucrelerin aktivasyonunun surekliligini saglar. Aktive
T hicreler PD-1 ve IFN-y eksprese eder. IFN-y bazal-benzeri hicreler
Uzerindeki B7-H1 ve B7-DC molekdllerinin ekspresyonunu uyarir ve T
hucrelerin baskilanmasi saglanir.

Ko-kulturler sonrasinda T hucreler uzerinde CD25, CD69 ve CD154
aktivasyon belirteglerine bakildiginda én-uyarimh hicrelerde CD69 ve CD25
molokulleri oldukca belirgin dizeyde fakat CD154 cok disik dizeyde tespit
edildi. Luminal ve bazal-benzeri hucrelerde bu molekullerin ekspresyon
seviyeleri arasinda hi¢ bir fark saptanmadi. Bunun sebebi 6n-uyarimin
etkisiyle bastan bu molekullerin eksprese olmus olmasi olabilir. Naif T
hicrelerle yapilan ko-kultlirlerde CD154 ekspresyonu bitin hicrelerde ¢ok
dusuk seviyede, CD25 ekspresyonu liminal hlcre ko-kultirlerinde azalmig
seviyede ve CDG69 ise bazal-benzeri hucrelerde anlamli olarak artmig
dizeyde bulunmustur. CD154 erken aktivasyon molekuludur ve
aktivasyondan ¢ok kisa sure sonra hucre yuzeyinde downregule olur (93).
On-uyarimli hicrelerde bu molekilin gézlenmemesinin sebebi bu durum
olabilir. Ancak naif T hucrelerde de CD154 gbzlenmedigi igin bu molekulin

ekspresyonu igin gerekli sinyallerin yeterince olusmadigi da sdylenebilir.
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Sonug olarak, Bazal-benzeri ve luminal alt-tipteki meme kanserlerinin
immuan sistemde, oOzellikle yardimci T lenfosit yanitlarini farkli kostimulator
mekanizmalar Uzerinden etkileyerek anti-tumor immun yanitlarla basa

ciktigini isaret eder.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu calismada,

1. Meme kanseri hicre hatlarinda B7-1 ve B7-2 molekullerinin
ekspresyonlarina rastlanmadi

2. B7-H1 molekulinun bazal-benzeri hucrelerde ekspresyonu
belirlendi. IFN-y ile ekspresyonlarinda artis saptandi. Liminal hucrelerde
ekspresyonu gozlenmedi

3. B7-H2 molekulinin ekspresyonu luiminal tipteki hiucrelerde tespit
edildi. LPS ve IFN-y'nin mRNA ekspresyonu dizeyinde gdsteriimezken
LPS’in Protein dizeyinde bu molekilin ekspresyonunda azalma yéninde bir
etkisi oldugu gosterildi.

4. B7-H3 molekulinin genel olarak butlin hucrelerde eksprese oldugu
g6zlendi. LPS ile uyarimda bazi hicrelerde ekspresyon azalma ydnlnde
degistigi gozlendi. IFN-y ile uyarimda ise genel olarak B7-H3'Un
ekpresyonunun artis yonunde degistigi belirlendi.

5. B7-H4 ekspresyonu SK-BR-3, MDA-MB-468, BT-474, T-47D, ZR-
75-1 ve HCC38 hucrelerinde tespit edildi ancak LPS ile uyarimda BT-474 ve
HCC38 hucrelerinde ekspresyonun azalma yéniunde dedistigi belirlendi. IFN-
y ile uyarim da ise SK-BR-3 ve HCC38 hicrelerinde ekpresyonun azalma
yonunde degistigi gozlendi.

6. B7-DC molekulinin bazal-benzeri hucrelerde ekspresyonu
belirlendi. LPS ile uyarimin bu molekulin ekspresyonunda degisiklige yol
acmadigl tespit edildi. Ancak IFN-y ile uyarimda ayni hucrelerde
ekpresyonun artis yonunde degistigi belirlendi.

7. B7-H6 molekulinin ekspresyonu butln hicrelerde goézlendi. LPS
ile uyarimda bazi hucrelerdeki B7-H6 ekspresyonu azalma yodnunde
degisiklik gosterildi. IFN-y ile uyarimda ise T-47D hucrelerinde ekspresyonun
azalma yonunde degistigi gozlendi.

8. Bazal-benzeri hlcrelerin 6n-uyarimh T hucrelerin proliferasyonunu

ve canliliginin surekliligini sagladigi belirlendi.
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9. T hdcrelerin proliferasyonunda bazal-benzeri hucrelerden
salgilanan faktorlerin etkili oldugu gozlendi.

10. Meme kanseri hlcrelerinin fikse edilmesi ile yizey molekillerinin T
hucreler Uzerinde baskilayici etkisi oldugu belirlendi.

11. Aktivasyon belirteglerinin analizi ile lGminal hlcrelerin T hucreleri

baskilayici bir etkisi oldugu ya da aktivasyonu uyaramadigi belirlendi.

Bu bilgiler isiginda onerilerimiz:

12. Luminal ozellikteki hucrelerde IFN-y uyariminin dozu ve suresi
artinlarak B7-H1 ve B7-DC molekillerinin ekspresyonlari degerlendirilerek
[Uminal hucrelerde de bu kagis mekanizmasinin kullanimi yonunde bulgu
elde edilebilir.

13. Bazal-benzeri ve luminal hicreler arasinda gen ekspresyon
farkinin real time PCR ile gosteriimesi sayesinde B7-H1, B7-H2 ve B7-DC
molekullerinin ekspresyon dizeyleri arasindaki net fark ortaya cikarilabilir.

14. Planlanacak yeni calisma ile Iiminal ve bazal-benzeri alt-tip
Ozelligi gosteren insan meme kanseri dokularinda B7-H1, B7-H2 ve B7-
DC’nin gosterilerek bulgularimizin in vivo gecerliligi hakkinda bilgi edinilebilir.

15. Ko-kultur yapilan T lenfositlerin yluzeyinde de ICOS ve PD-1
reseptorlerinin varliginin belirlenmesi T hucrelerin bu sinyallere ne kadar agik
oldugu konusunda bilgi verebirlir.

16. T hucrelerin farkllagsma duzeyleri ve salgiladiklari sitokinlerin
degisimleri incelenebilir.

17. PD-1 ligandlarinin ve B7-H2'nin sinyallerinin bloklayici antikorlar
veya rekombinant protein varliginda dogrudan etkisinin arastiriimasi bu
molekullerin etkisi hakkinda 6zgul mekanizma bilgisi verebilir.

18. Bazal-benzeri meme kanseri hucrelerinin salgiladigi ve T hucre
yanitlarini destekleyen faktorlerin bulunmasi amaciyla gesitli protein dizin

analizleri yapilabilir.
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