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1. GİRİŞ 

 
 
 

1.1. Kanser 

 
 

Kanser, dünya çapında önemli bir halk sağlığı sorunudur ve Amerika Birleşik 

Devletleri'nde ikinci önde gelen ölüm nedenidir (Siegel ve ark., 2019). Küresel kanser 

yükünün 2018 yılında 18,1 milyon yeni vakaya ve 9,6 milyon ölüme yükseldiği tahmin 

edilmektedir. GLOBOCAN (Dünya Sağlık Örgütü'nün Uluslararası Kanser 

Araştırmaları Ajansı Küresel Kanser Gözlemevi), 2040 yılına kadar dünya çapında her 

yıl% 61,7 artışla 27,5 milyon yeni kanser vakası olacağını öngörmektedir. Bu 

öngörülen artışın büyük bir kısmı nüfus artışı ve yaşlanma gibi demografik 

faktörlerden kaynaklanmaktadır, ancak sosyal ve ekonomik kalkınmaya bağlı bazı 

kanserlerin artan prevalansı da bir faktördür. Günümüzde en sık teşhis edilen kanser 

ve kanser ölümünün önde gelen nedeni, ekonomik gelişme derecesine ve buna bağlı 

sosyal ve yaşam tarzı faktörlerine bağlı olarak ülkeler arasında ve her ülke içinde 

farklılık göstermektedir (Bray ve ark., 2018). Yüksek gelirli ülkeler tüm kanserler 

(akciğer, kolorektal, meme ve prostat kanseri dahil) için en yüksek insidans oranlarına 

sahiptir. Bununla birlikte ölüm oranları azalmaktadır. Düşük ve orta gelirli ülkelerde, 

enfeksiyona bağlı kanserlerin orantısız yükünü temsil eden mide, karaciğer, özofagus 

ve rahim ağzı kanseri oranları daha yüksektir ve etkili tarama ve tedaviye erişim 

eksikliği nedeniyle ölüm oranları yüksek kalmaktadır (Torre ve ark., 2016). 

 

 

"Kanser" vücut hücrelerinin kontrolsüz bir şekilde büyümeye ve çoğalmaya 

başladığı, hücre ölümünü önleyebildiği ve organlar da dahil olmak üzere sağlıklı 

dokuları istila edip yok etmeye devam ettiği bir durumu tanımlamak için kullanılır 

(Alberts ve ark., 2008). Kanser önde gelen ölüm nedeni olması nedeniyle yüzyılımızın 

en çok araştırılan hastalıklarından biridir. Açıktır ki kanser normal hücreleri giderek 

kötü huylu hale getiren çok süreçli ve çok genli bir hastalıktır. 
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Şekil 1.1. Kanser Gelişim Süreci (Weinberg 1996, 2004) 

 

Kanserli bir tümör normal dokudan daha sık çoğalan ve kontrolsüz bir şekilde 

invaziv ve metastatik özelliklere sahip bir hücre kolonisini ifade eder (Roy ve ark., 

2016).  Mevcut en yeni bilgilere göre kanserin neden olduğu mortalite son on yılda 

hem erkeklerde hem de kadınlarda azalmış olsa da, Amerika Birleşik Devletleri'nde 

kardiyovasküler hastalıktan sonra en sık görülen ikinci ölüm nedenidir (Siegel ve ark., 

2018; Xu ve ark., 2016). Genel olarak kanser gelişiminin nedeni, hücre döngüsünü 

düzenleyen bir veya daha fazla proteindeki genetik bir kusurdur. Bazı durumlarda 

kusurlu gen kalıtsaldır. Diğer bazı durumlarda çevresel kanserojenlere yanıt olarak 

mutasyonlar meydana gelir. Genel olarak hem kalıtsal hem de çevresel faktörler bir 

arada bulunur ve kanserin gelişmesi için mutasyonların birikmesi gerekir (Iranzo ve 

ark., 2018; Zhu ve ark., 2015). Oksidatif stres veya UV radyasyonu gibi çevresel 

faktörlerden etkilendiğinde hücrenin DNA'sı zarar görür, onarım mekanizmaları 

devreye girer ve hasarı onarmaya çalışırlar. Onarım mekanizmaları hasarı yeterince 

onaramaz ise hücre ölüm sinyalleri devreye girer. Ancak bu mekanizmalar bozulursa 

mutasyona uğramış hücreler çoğalabilir ve hatta zamanla mutasyonların birikmesiyle 

kanserli bir tümör oluşturabilir (Goldar ve ark., 2015; Torgovnick ve ark., 2015). 
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Şekil 1.2. Kanser Belirtileri (Hanahan ve Weinberg 2011) 

 

İlk olarak büyüme ya büyüme reseptörlerinin aşırı ifadesi ve otokrin 

aktivasyonuna yol açan büyüme faktörlerinin salgılanması ya da büyüme yollarının 

aktivasyonuna yol açan kazanılmış mutasyonlar veya negatif düzenleyicilerin aşağı 

regülasyonu yoluyla elde edilebilir. Ayrıca, anti-büyüme sinyallerine karşı duyarsızlık, 

hücre döngüsü inhibisyonu ve hücre ölümü ile ilgili genlerin kalıcı olarak baskılanması 

yoluyla elde edilir, bu da artan genomik kararsızlığa ve başka mutasyonların 

edinilmesine yol açar. Kanser hücreleri, her hücre döngüsünün sonunda telomerik 

uzunluğu koruyan bir enzim olan telomerazı yukarı regüle etme yetenekleri nedeniyle 

telomerlerin kısalmasından ve dolayısıyla yaşlanma/ölümden kaçabilirler. Kanser 

hücrelerinin hücre ölümünden kaçınmasının bir başka yolu da, DNA hasarının 

tanınmasını ve programlanmış hücre ölümünün indüklenmesini devre dışı bırakan 

mutasyonlar edinmektir. Kanser hücrelerinin yüksek enerjiye ihtiyaç duymaları 

nedeniyle, oksijen ve besin ihtiyacını artırmak için tümörün etrafında yeni damarlar 

oluşturması söz konusudur. Enerji üretimini en üst düzeye çıkarmak için metabolik 

yolları deregüle ederler. Bunların dışında kanser hücreleri hücre dışı matrisi ve hücre-
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hücre adezyonlarını parçalayan enzimleri salgılamalarına ve böylece çevre dokuları 

istila etmelerine veya diğer organlara metastaz yapmalarına izin veren mutasyonlar 

geliştirir. Son olarak kanser hücrelerinin bağışıklık sisteminden kaçabildiği ve tümör 

mikroçevresini oluşturarak normal hücreleri toplayan tümör iltihabını indükleyebildiği 

ortaya çıkmıştır (Hanahan ve ark., 2000; Hanahan ve ark., 2011). 

 
 
 

1.2. Bağışıklık Sistemi 

 
 

Bağışıklık sistemi anormal çoğalan hücreleri zamanında tespit edip ortadan 

kaldırma potansiyeline sahiptir. Genel olarak doğuştan gelen bağışıklık ve adaptif 

bağışıklık olarak iki kategoriye ayrılır. Doğal bağışıklık spesifik olmayan bir şekilde 

herhangi bir enfeksiyöz ajana veya dönüştürülmüş hücrelere karşı ilk savunma hattını 

sağlayan hücresel, biyokimyasal, fiziksel ve yapısal koruyucu mekanizmalardan 

oluşur. Doğal öldürücü hücreler, makrofajlar, granülositler, dendritik hücreler, mast 

hücrelerini içerir. Adaptif bağışıklık spesifik bir bağışıklık sağlar ve T-lenfositler, B-

lenfositler ve bunların sitokinler ve antikorlar dahil olmak üzere hümoral aracılarından 

oluşur (Shiao ve ark., 2015). Bu sistemin başrol oyuncusu T hücreleri tarafından 

oluşturulmaktadır. Bir tümör hücresi genetik olarak değişip çoğalmaya başlamakta ve 

bu değişim sırasında farklı proteinler üretmektedir. Bu proteinler MHC üzerinden T 

hücrelerine sunulmaktadır. Tümör hücrelerine özgün olan T hücreleri bu antijeni 

tanıdıktan sonra aktif hale gelip tümöre karşı savunma sistemini oluşturmaktadır.  
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Şekil 1.3. Normal fizyolojik koşullar altında doğuştan gelen ve adaptif bağışıklık tepkisini aktive eden  

düzenleyici yolakların basitleştirilmiş bir şematik diyagramı (Nguyen ve ark.,  2020) 

 

Kanserde bağışıklık sistemi üç farklı şekilde hareket eder (Shiao ve ark., 2015). 

Birincisi, bağışıklık sistemi viral enfeksiyonu baskılayarak veya ortadan kaldırarak 

konakçıyı virüs kaynaklı tümörlere karşı savunabilir. İkincisi, bağışıklık sistemi tümör 

oluşumuna yardımcı olan inflamatuar durumun gelişimini engellemek için iltihabı 

zamanında çözebilir. Üçüncüsü, bağışıklık sistemi tümöre özgü antijenler veya 

hücresel stres tarafından indüklenen moleküller (immün gözetimi) ile etkileşime 

girerek tümör hücrelerini spesifik olarak tanıyabilir ve ortadan kaldırabilir. Kanser 

immüno-düzenleme hipotezine göre, normal hücrelerin genetik değişiminin 
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transforme (tümör) hücrelere yol açtığını belirtir. Bu hücreler ilk önce doğuştan gelen 

(γδ T hücreleri, makrofajlar, dendritik hücreler) ve adaptif (CD4, CD8, NK, NKT 

hücreleri) bağışıklık sisteminin (“Eliminasyon”) etkisi ile ortamdan yok edilir ve bu 

da tümör eliminasyonuna yol açabilir. Ancak çoğu durumda tümör mutasyona 

uğramaya devam eder, bağışıklık sistemi bu duruma adapte olur ve tümörü kontrol 

altında tutar bu aşama denge aşamasını oluşturmaktadır. Bağışıklık sistemi 

hücrelerinden NK ve CD8+ sitotoksik T hücreleri etkinliğini kaybettiği zaman CD4+ 

düzenleyici T (Treg) alt klonu IL-10 ve TGF-β üreterek çoğalmaya başlar ardından 

tümörün metastatik bir forma dönüşmesine neden olur sistem görevini yerine 

getiremediğinde tümörün bağışıklık kontrolünden kaçtığı aşama devreye girer bu 

aşama kaçış fazını oluşturmaktadır. 

 

 

 

Şekil 1.4.Kanser immüno düzenleme (Schreiber ve ark., 2011) 
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1.3. Tümör Mikroçevresi ve Bağışıklık Sistemi 

 

 
Tümör mikroçevresi (TME) yapısında tümör hücresinden daha fazla oranda 

immün hücresi içerir ve bu ortam sürekli olarak değişkenlik göstermektedir. Stromal 

hücreler, fibroblastlar ve endotelyal hücrelere ek olarak TME doğuştan gelen ve 

adaptif bağışıklık hücrelerini içerir. İmmün sistem; anormal çoğalan hücreleri 

zamanında tespit edip ortadan kaldırma potansiyeline sahiptir. Önceki çalışmalar 

ağırlıklı olarak kanser bağlamında adaptif bağışıklık hücreleri üzerine odaklanmıştır. 

Özellikle T lenfositler, güçlü sitotoksik özellikleri nedeniyle daha çok araştırma 

konusu olmuştur, farklılaşma durumları diğer hücre tipleri için bir model haline 

gelmiştir ve “Th1/Th2 paradigması” olarak adlandırılmıştır (McGuirk ve ark., 2002). 

Bu Th1/Th2 paradigması T hücrelerinin farklı sitokin üretimi ile patojene bağımlı 

immün yanıtları düzenlediğini öne sürmektedir. Th1 hücreleri bir pro-inflamatuar 

fenotipi temsil eder ve Th2 hücreleri bir immün baskılayıcı fenotipi ortaya 

çıkarmaktadır. TME ile ilgili literatürün genişlemesiyle doğuştan gelen immün yanıtın 

T hücre fonksiyonlarını kontrol ederek TME'yi dolaylı olarak etkilemekle kalmayıp 

aynı zamanda TME'yi esas alarak şekillendirdiği de açıktır. Bu doğuştan gelen immün 

hücre tipleri arasında makrofajlar (Mφ'ler), dendritik hücreler (DC'ler), nötrofiller, 

miyeloid türevli baskılayıcı hücreler (MDSC'LER), doğal öldürücü hücreler 

(NK'LER) ve doğuştan gelen lenfoid hücreler (ILC'LER) bulunur. Mekanik olarak 

TME içindeki sitokinler, tümör ilerlemesini yönlendiren immün yanıtlarla sonuçlanan 

immün fonksiyonlarını düzenler. Doğuştan gelen bağışıklık hücreleri hakkında 

kapsamlı bir anlayış geliştirmek ve bu bilgiyi TME'deki işlevsiz hücreleri hedef alan 

mevcut tedavilere genişletmek esastır (Hinshaw ve ark., 2019).  
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Şekil 1.5. Tümör İmmün Kaçış Mekanizması ( Lien Lybart 2017) 

 
 
 

1.4. Mononükleer Fagosit Sistemi 

 
 

İlk olarak 1882'de Ilya Ilyich Mechnikov tarafından denizyıldızında 

tanımlanmıştır. Fagositler, tüm çok hücreli türlerde organizma homeostazını koruyan 

evrimsel olarak korunmuş bir lökosit alt kümesidir (Mechnikov ve ark., 1988). Bu 

hücre tipi özellikle memeli türleri içinde vücuda dağılır ve belirli işlevleri yerine 

getirmek için her doku içinde bulunur (Schulz ve ark., 2012). Beyin dokusundaki 

yerleşik makrofajlar olan mikroglia, hafızayı korumak için nörolojik sinaps iletimini 

kolaylaştırır ve bağışıklık ayrıcalıklı bir ortamda immünolojik bir savunma görevi 

görür (Paolicelli ve ark., 2011; Nayak ve ark., 2014). Karaciğerdeki makrofaj olan 

Kupffer hücreleri yabancı patojenik ve atık maddeleri dolaşımdan temizler. Dalak 

kırmızı pulpa makrofajları, kırmızı kan hücrelerinin geri dönüşümünden sorumludur 
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(Ganz ve ark., 2012; Hvidberg ve ark., 2005). Derideki Langerhans hücreleri ve 

akciğer içindeki alveolar makrofajlar gibi koruyucu bariyerlerdeki spesifik makrofaj 

alt kümeleri hem patojenik materyali temizlemekten hem de lokal inflamatuarı 

arttırmaktan sorumludur (Merad ve ark., 2002; Hussell ve ark., 2014). Kan 

dolaşımındaki monositler immün ve inflamatuar yanıtları kontrol etmek için bir 

makrofaj ortamı sağlar (Ajami ve ark., 2011). Monositler, hematopoetik 

progenitörlerin ürettiği kemik iliğinden ve kemik fonksiyonunu koruyan osteoklastik 

hücrelerden köken alır. Son olarak plasentanın makrofajları olan Hofbauer 

hücrelerinin embriyogenez sırasında anneden bebeğe sinyal iletimini sürdürdüğünü 

gösteren kanıtlar artmaktadır (Brown ve ark., 2014; Renaud ve ark., 2008).  

 

 

 

Şekil 1.6. Mononükleer Fagosit Sistemi (Lawrence ve ark.,2011) 
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1.5. Fagositoz 
 
 

Fagositoz tek hücreli organizmalarda beslenme için temel bir süreçtir ve aynı 

zamanda çok hücreli organizmaların hemen hemen tüm hücre tiplerinde bulunur. 

Bununla birlikte yalnızca profesyonel fagositler adı verilen özel bir hücre grubu 

fagositozunu yüksek verimlilikle gerçekleştirir (Rabinovitch ve ark., 1995). 

Makrofajlar, nötrofiller, monositler, dendritik hücreler ve osteoklastlar bu özel 

hücreler arasındadır. Profesyonel fagositler, adaptif bir bağışıklık tepkisini aktive 

etmek için mikroorganizmaları uzaklaştırmaktan ve antijenleri lenfositlere sunmaktan 

sorumludur. Fibroblastlar, epitel hücreleri ve endotel hücreleri de fagositozu düşük 

verimlilikle gerçekleştirebilir ve bu nedenle profesyonel olmayan fagositler olarak 

tanımlanır. Bu hücreler mikroorganizmaları sindiremezler ancak ölü hücreleri ortadan 

kaldırmada ve homeostazı sağlamada önemlidir (Gordon, 2016). Fagositoz 0,5 µm'den 

büyük partikülleri algılama ve alma işlemidir. Parçacık, kendine özgü bir organel olan 

fagozoma içselleştirilir. Bu fagozom daha sonra fagozom olgunlaşması olarak bilinen 

bir süreçte zarının yapısını ve içeriğinin bileşimini değiştirir (Levin ve ark., 2016). 

Fagozom lizozomlarla birleşerek fagolizozom haline gelir. Bu yeni organel sindirilen 

parçacığı parçalayabilen enzimler içerir (Canton ve ark., 2014). Fagositler apoptotik 

hücreler ve mikrobiyal patojenler dahil olmak üzere potansiyel olarak yutulabilecek 

birkaç farklı parçacığı tanımlayabilir. Reseptörler parçacığı bir hedef olarak 

algılayarak ve ardından fagositoz için sinyal yollarını başlatarak bu tanımaya aracılık 

eder. Fagositlerin plazma membran reseptörleri opsonik olmayan veya opsonik 

reseptörlere ayrılır. Opsonik olmayan reseptörler yutulacak partikül üzerindeki farklı 

moleküler paternlerini doğrudan tanımlar. Bu reseptörler arasında Dectin-1, Dectin-2, 

Mincle veya DC-SIGN gibi C42 tipi lektinler; CD33 gibi lektin benzeri tanıma 

molekülleri; ve çöpçü reseptörler yer alır (Dambuza ve ark., 2015; Li ve ark., 2020; 

Canton ve ark., 2013). Toll-like reseptörler (TLR'ler) patojenler üzerindeki moleküler 

paternleri de tespit edebilmelerine rağmen fagositik reseptörler değildirler (Kawai ve 

ark., 2011). TLR'ler, fagositozun daha verimli hale getirilmesi için fagositik 

reseptörlerle etkileşim halindedir (Iwasaki ve ark., 2015). Opsonik reseptörler hedef 

partiküllere bağlı konakçıdan türetilen proteinleri tespit eder. Opsoninler olarak 

bilinen bu proteinler arasında antikorlar, fibronektin, kompleman, süt yağı globulin 

(laktadherin) ve mannoz bağlayıcı lektin bulunur (Flannagan ve ark., 2012). 
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Opsoninler partikülleri fagositozun hedefleri olarak etiketler. Fc reseptörleri (FcR) ve 

kompleman reseptörleri (CR) en iyi karakterize edilen opsonik reseptörlerdir. FcR'ler, 

IgG'nin veya IgA antikorlarının  Fc kısmına bağlanır (Bakema ve ark., 2011;. 

Kompleman reseptörleri partikül üzerinde biriken iC3b gibi aktive edilmiş kompleman 

bileşenlerine bağlanır (Van Lookeren ve ark., 2007). Bu bağlanmadan sonra fagositik 

reseptörler aktin hücre iskeletinin ve zardaki lipidlerin yeniden şekillenmesine yol 

açan sinyal yollarını başlatır, bu da zarın parçacığı kaplayacak şekilde uzamasına 

neden olur (Freeman ve ark., 2015). Daha sonra zar distal uçta kapanır ve fagozomu 

oluşturur. Böylece parçacık fagozomun içinde içselleşir. Membran uzaması sırasında 

fagositik reseptörler hedefe sıralı bir şekilde bağlanır ve fagozom oluşumunun 

tamamlanmasına yardımcı olur (Freeman ve ark., 2016; Ostroswki ve ark., 2016). Bu 

erken fagozom geç bir fagozom oluşturmak için endositik veziküllerle ardışık füzyon 

ve fisyon olaylarına uğrar (Desjardin ve ark., 1995). Geç fagozom lizozomlarla birleşir 

ve bir fagolizozom olur. Bir fagozomu güçlü bir anti mikrobiyal fagolizozoma 

dönüştürme süreci, fagozom olgunlaşması olarak bilinir (Levin ve ark., 2016). 

Fagositoz sürecindeki aşamalar; yutulacak partikülün tespiti, içselleştirme sürecinin 

aktivasyonu, fagozom adı verilen özel bir vakuol oluşumu ve fagozom olgunlaşması 

basamaklarını içermektedir. 

 

 

 
Şekil 1.7. Makrofafların Fagositik Mekanizmaları (Hirayama ve ark., 2017) 
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1.6. Monosit 
 
 

Yerleşik bir insan makrofaj hücre dizisi şu anda mevcut değildir. Araştırmacılar 

makrofaj davranışını taklit etmek için THP-1 veya U937 hücre dizileri gibi onkojenik 

monositleri kullanır. Monositler kanda dolaşan lökositlerdir. Monositler CD11b'yi (bir 

bağlanma integrini) ve CD14'ü (Tolllike Reseptör 4 veya 2 (TLR4/TLR2) ile birleşen 

ve LPS ile uyarılan sinyal transdüksiyonunu indükleyen bir LPS reseptörü) ifade eder 

(Taylor ve ark., 2005). Yetişkin kemik iliğinden hematopoietik kök hücrelerden köken 

alırlar. Monosit soyuna doğru aktive edildiğinde bu kök hücreler Ortak Miyeloid 

Progenitörlerine (CMP'ler) farklılaşır. Bu CMP'ler Granülosit ve Makrofaj 

Progenitörleri (GMP'ler) olarak farklılaşır. GMP'ler daha sonra Makrofaj ve Dendritik 

Hücre Progenitörlerine (MDP'ler) giden bir yol izler. Son olarak insan monositi bu 

MDP'lerden gelişir. Hematopoietik kök hücreler kanda dolaşan monositlere 

dönüşmeden önce bir dizi bölünmeden geçmektedir (Chow ve ark., 2011). Monositler 

bir makrofaj veya dendritik hücre yolu boyunca farklılaşma potansiyeline sahiptir. 

Makrofaj farklılaşması Runt ile ilgili transkripsiyon faktörünün veya ETS ailesi 

transkripsiyon faktörü PU.1'i kodlayan RUNX1'in aktivasyonunu gerektirir. PU.1 

ifadesi monositin bir makrofaj farklılaşma modelini takip etmesine ve sürdürmesine 

neden olur (Lawrence ve ark., 2011). 

 

 
Şekil 1.8. Monositin hematopoietik kök hücre progenitöründen olgunlaşması (Chow ve ark., 2011) 
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1.7. Makrofajlar 
 
 

Doğuştan gelen bağışıklık hücreleri arasında monosit türevli makrofajlar (Mφs) 

en iyi Th1/Th2 paradigmasını yansıtır. Basitçe Mφ'ler inflamatuar M1 (klasik olarak 

aktive edilmiş) veya immün baskılayıcı M2'ler (alternatif olarak aktive edilmiş) olarak 

polarize edilebilir (Yang ve ark., 2017). Mφ'ler fagositoz ve antijen sunumu yoluyla 

bağışıklık tepkilerini modüle eder ve ayrıca yara iyileşmesinde ve doku onarımında 

işlev görür, böylece bağışıklık homeostazı için onları gerekli kılar (Chen ve ark., 

2015). Mφ'ler dokuya özgüdür ve yara iyileşmesi, doku oluşumu, pıhtılaşma, 

iltihaplanma ve doku yeniden organizasyonunun tüm aşamalarına katkıda bulunurlar 

(Peiseler ve ark., 2018). Mφ'ler ilk olarak embriyonun 7. gününde yolk kesesinde 

ortaya çıkar ve oradan dokuda yerleşik Mφ'ler oluşturmak için periferik dokulara 

yayılır ancak yetişkin doku Mφ popülasyonlarının çoğu (dalak, akciğer ve deri dahil) 

fetal karaciğerden köken alır. Yolk kesesi tarafından oluşturulan Mφ'lerin yerini fetal 

karaciğerden kaynaklanan Mφ'lerin aldığı bilinmektedir. Spesifik olarak fetal 

karaciğeri kolonize eden hematopoietik kök hücreler monositler de dahil tüm 

hematopoietik soylara farklılaşır (Varol ve ark., 2015). Kanser bağlamında Mφ 

alımının bir biçimi kemokinler (CCL1, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CXCL1, 

CXCL2, CXCL4, CX3CL1) tarafından monositler olarak kemik iliğinden köken alır 

ve buna yanıt olarak Mφ farklılaşmasına yol açar. TME; IL-4, IL-13, IL-10 gibi 

sitokinlerin salgılanması yoluyla immün baskılayıcı M2 Mφ'leri güçlendirir. 

Kümülatif olarak bu Mφ'ler tümör kütlesinin %50'sini oluşturabildiğinden tümör 

büyümesini ve ilerlemesini sağlar (Kim ve ark., 2016). Meme kanseri, mide kanseri, 

akciğer kanseri, hepatom ve diğer maligniteler dahil olmak üzere çoğu tümör tipinde 

yüksek Mφ infiltrasyonu negatif prognozla koreledir ve bu durum M2’lerin kanser 

ilerlemesindeki rollerini ortaya koymaktadır (Cardoso ve ark., 2014; Wang ve ark., 

2018; Zhao ve ark., 2017). Normal doku yeniden modellemesi, epitel hücre hareketinin 

düzenlenmesini içerir.  
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Şekil 1.9. Monosit uyaranları ve Makrofaj Fonksiyonları (Lendeckel ve ark., 2022) 

 
 
 

1.7.1. M1 Makrofajlar (Klasik Olarak Aktive Olan Makrofajlar) 
 
 

Aktive makrofajlar çevresel sinyallere verdikleri yanıta göre fonksiyonel 

fenotipe ayrılır. M1 veya klasik olarak aktive olan makrofajlar, bakteriyel 

lipopolisakkarit (LPS), IFN veya TNF-α tarafından uyarılır (Karp ve ark., 2012). 

Bunlar tümörlere ve hücre içi patojenlere karşı etkili bir adaptif bağışıklık tepkisini 

koordine edebilen proinflamatuar makrofajlardır (Murray ve ark., 2011). M1 

makrofajları, TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-23, IL-6, ROS gibi yüksek miktarda inflamatuar 

sitokin salgılar ve nitrik oksit (NO) üreten oldukça aktif bir iNOS enzimine sahiptir 

(Chanmee ve ark., 2014; Martinez ve ark., 2014; Mantovani ve ark., 2004). M1 

makrofajları yüzeylerinde immün yanıtı başlatmak ve T hücrelerini aktive etmek için 

önemli olan CD80 (B7-1) ve CD86 (B7-2) ifade eder (Biswas ve ark., 2008). CD80/86, 

T hücresi kostimülatör molekülü olan CD28 için kritik ligandlardır ve M1 makrofajları 

üzerinde yüksek oranda ifade edilen belirteçlerden biridir,  yapılarında CD86 da ifade 

etmektedirler (Kigerl ve ark., 2009; Rey-Giraud ve ark., 2012). Yüksek NO üretimi 

patojenlere ve tümörlere karşı M1 makrofajların kullandığı temel yapılardan biridir. 

NO membranları kolayca geçebilen ve biyolojik olarak aktif türevler oluşturmak için 

süperoksit gibi ROS molekülleri ile kimyasal olarak reaksiyona giren küçük bir 

lipofilik moleküldür (Rahat ve ark., 2013). Tümörlerde konsantrasyonuna bağlı olarak 
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NO'nun hem tümör önleyici hem de tümör başlatıcı etkileri vardır. (Lechner ve ark., 

2005). 

 
 
  

1.7.2. M2 Makrofajlar (Alternatif Olarak Aktive Olan Makrofajlar) 
 
 

Aksine M2 makrofajları IL-4, IL-10, IL-13 ve glukokortikoid hormonları gibi 

anti-inflamatuar faktörler tarafından aktive edilir (Van Dyken ve ark., 2013). M2 

makrofajları, IL-10 ve TGF-β salgılayarak immünosupresyona aracılık eder ve yara 

iyileşmesinde kritik bir rol oynar (Martinez ve ark., 2014; Gordon ve ark., 2010). 

Aktive edici uyaranlara yanıt olarak M2 makrofajları M2a, M2b ve M2c, M2d olmak 

üzere farklı alt tiplere ayrılır (Mantovani ve ark., 2004). M2 makrofajlar, makrofaj 

mannoz reseptörü (MMR) CD206, çöpçü reseptörü Cd163'ün hücre yüzeyi ifadesi ve 

çözünür sentezi ile karakterize edilir (Gordon ve ark., 2010; Stein ve ark., 1992). 

Kemokin ligand 17 (CCL17), IL-10, CCL-18 ve TGF-β  gibi faktörlere sahiptir (Lee 

ve ark., 2001). Yüzey belirteçleri ve sitokinlerin yanı sıra M2 makrofajları arginini 

metabolize eden ve prolin üreten arginaz enzimini indükler (Martinez ve ark., 2014; 

Gordon ve ark., 2010). Makrofajların iki aktivasyon durumunu ayırt etmek için L-

argininin metabolizmasının ayırt edici bir belirteç olduğu düşünülmektedir (Gordon 

ve ark., 2003). Arginaz-1 (Arg-1), arginini üre ve ornitine katalize ederek yara 

iyileşmesine ve fibrozise katkıda bulunan M2 makrofajlarının önemli bir özelliğidir 

(Gordon ve ark., 2003; Yang ve ark., 2014). Arg-1'in STAT-6 aktivasyonu yoluyla IL-

4 ve IL-13 gibi eksojen Th2 sitokinleri tarafından indüklendiği  bilinmektedir (Pauleau 

ve ark., 2004; Wu ve ark., 2017). 
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Şekil 1.10. Tümör Gelişiminde M1 ve M2 Makrofajların Fonksiyonları (Van Dalen ve ark., 2018) 

 
 
 

1.7.3. Tam (Tümör İlişkili Makrofajlar) 
 
 

Katı tümörler; neoplastik hücreler, granülositler, makrofajlar (%50'ye kadar) ve 

mast hücreleri dahil olmak üzere periferik hücreler, fibroblastlar ve epitel 

hücrelerinden oluşur (Morrison ve ark., 2016; Azizi ve ark., 2018). Makrofajlar sitokin 

üreten mikroçevre tarafından tümör bölgesine alınır ve bu durumun lokal anoksi, 

inflamasyon ve yüksek laktik asit seviyeleri ile ilişkili olduğunu öne sürülmüştür. 

Makrofaj infiltrasyonu ve anjiyogenezin ana belirleyicileri olan CCL2, CCL11, 

CCL16 ve CCL21 gibi kemokinlerinin meme, akciğer, yemek borusu, yumurtalık ve 

serviks kanserinde işlev gördüğü gösterilmiştir (Santoni ve ark., 2014; Qui ve ark., 

2018). Ayrıca TAM'ler CCL2 üretebilir, bu da sırayla makrofajları TME ortamına 

alabilecekleri anlamına gelir. Bir dereceye kadar TAM'ler makrofajların alımını 

genişletebilir (Mantovani ve ark., 2010). Bazı çalışmalar CCL2 yoğunluğuyla 

TAM'lerin miktarı arasındaki etkileşimin tümör invazyonu ve klinik prognoz ile ilişkili 

olduğunu göstermiştir. Farklı mikro çevrelerde yer alan makrofajlar farklı spesifik 

fenotipler kazanır (Gordon ve ark., 2005). TAM'lerin fenotipleri plastiktir ve yerel 

mikroçevre tarafından düzenlenir. TAM'lerin tümör dokularındaki miktarlarının 
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fazlalığı tümör gelişimi ve ilerlemesi ile önemli ölçüde ilişkili olduğu son çalışmalarda 

doğrulanmıştır. Makrofaj alt türlerinin bölünmesi karmaşıktır. TAM'ler makrofajların 

klasik bir alt grubu olarak kabul edilmez çünkü bu hücreler kararlı durumda 

gözlemlenemezler, daha çok inflamasyon ve tümörler gibi spesifik patolojik 

durumlarla ilişkilidirler. TAM reseptör ailesinden oluşan Tyro3, Axl ve MerTK gibi 

bazı özel reseptör tirozin kinazlar vardır ve bu reseptörler sadece tümör hücreleri ile 

etkileşimde değil, makrofaj polarizasyonunda da rol oynarlar (Myers ve ark., 2019). 

Aktif TAM'ler birkaç özellik açısından M2'ye benzemektedir. Sonuç olarak bazen M2 

makrofajlar dar anlamda TAM olarak tanımlanır (Chavez-Galan ve ark., 2015; Murray 

ve ark., 2014). Bu nedenle TAM'lerin M2 olarak kabul edilmesi yanlıştır (Chavez-

Galan ve ark., 2015). TAM'lerin anjiyogenez, tümör invazyonu ve bağışıklığın 

baskılanması üzerinde etkileri vardır. Bağışıklık hücrelerinin özellikle tanıma süreci 

ile ilgili olarak ve tümör hücrelerini ortadan kaldıran mekanizmaları çok karmaşıktır. 

Ortamda çeşitli bağışıklık sistemi bileşenleri söz konusudur ve makrofajlar bu süreçte 

en önemli hücre grubundan biridir. TAM'ler çeşitli tümörlerde yaygın olarak görülen 

lökosit infiltratının önemli bir bileşenidir. TAM'lerin tümör ilerlemesindeki rollerinin 

incelenmesi diğer hücrelerin araştırmaları ile birlikte tümör tedavileri için yeni 

yöntemler ortaya çıkarmanın yolunu açmıştır. Malign metastatik kanserlere sızan 

TAM'lerin tümör büyümesini ve metastazı teşvik edebileceği iyi bilinmektedir (Zhou 

ve ark., 2020). Tümörle ilişkili makrofajlar (TAM'ler) tümör stromasındaki en belirgin 

popülasyonlardan birini temsil eder ve TME’de fazla miktarda bulunmalarının birçok 

kanserde klinik sonuçlarla ilişkili olduğu gösterilmiştir (Zhang ve ark., 2012). Fare ve 

insan kanserlerindeki TAM'ler tümör mikroçevresinde immünosupresyonu ve fibrozu 

indükleyen arginaz (ARG1), interlökin-10 (IL-10) ve dönüştürücü büyüme faktörü β 

(TGFß) içeren M2 benzeri fenotiplerle ilişkili molekülleri büyük ölçüde ifade eder 

(Chanmee ve ark., 2014). Tersine IL-12, Tümör Nekroz Faktörü alfa (TNF-alfa) ve 

Nitrik Oksit Sentaz 2'yi (NOS2) ifade eden M1 benzeri fenotiplere sahip makrofajların 

prevalansının birçok insan kanserinde olumlu klinik sonuçlarla korele olduğu 

bildirilmiştir (Ohri ve ark., 2009; Ma ve ark., 2010; Ohri ve ark., 2010). Bununla 

birlikte bu M1/M2 sınıflandırması tümörlerdeki makrofajların fenotipini ve 

fonksiyonlarını açıklamak için yeterli değildir çünkü dokudaki makrofajlar doku 

mikroçevreleri tarafından sürekli olarak şekillendirilen dinamik ve son derece plastik 
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fenotiplerdir aynı zamanda fonksiyonları oldukça heterojendir. GBM'de TAM'lerin 

belirgin bir protümör rolü vardır ve tümör mikroçevresinde birikimleri tümör derecesi 

ile koreledir (Ye ve ark., 2012; Markovic ve ark., 2005; Chen ve ark., 2014; Lu ve ark., 

2013). İşlevsel olarak TAM'ler düşük seviyelerde inflamatuar sitokinler üretir ve T 

hücre aktivitesini indükleme kabiliyetinden yoksundur (Hussain ve ark., 2006). 

Tümörle ilişkili makrofajların (TAM'ler) sayısı tekrarlayan glioblastomlu hastalarda 

genel sağkalım ile ters ilişkilidir (Lu ve ark., 2013; Zhu ve ark., 2017). Farelerde 

yapılan çalışmalar TAM'lerin tümör nüksüne aracılık ettiğini göstermiştir (Tabatabai 

ve ark., 2006; Kioi ve ark., 2010; Walters ve ark., 2014). Yakın zamanda yapılan bir 

çalışma radyasyonun TAM'lerde glioma proliferasyonunu ve yeniden büyümesini 

destekleyen nüksetmeye özgü bir fenotipin elde edilmesini indüklediğini göstermiştir 

(Akkari ve ark., 2020). TAM'ler büyük ölçüde kemik iliği kaynaklı monositlerden 

köken alır (Cassetta ve ark., 2020; Franklin ve ark., 2014). Beyin tümörlerinde 

TAM'ler kemik iliği kaynaklı makrofajların (BMDM'LER) ve mikroglia (MG) olarak 

bilinen yerleşik makrofajların bileşiminden oluşur.  

 

 

 

Şekil 1.11. TAM’ların Tümör İlerlemesi Üzerindeki Etkileri (Liu ve ark., 2022) 
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1.7.3.1. Tam’ın  (Tümör ilişkili makrofajların) protümöral işlevi 
 
 

TAM'in; neoanjiyogenezin teşviki, proliferasyon, matris yeniden şekillenmesi 

ve epitel mezenkimal geçişe (EMT) ve anti-tümör immün yanıtlarının baskılanması 

dâhil olmak üzere çeşitli protümoral fonksiyonlar yoluyla tümör ilerlemesine katkıda 

bulunduğu bilinmektedir. Daha spesifik olarak TAM epidermal büyüme faktörü (EGF) 

gibi büyüme faktörlerinin üretimi yoluyla tümör hücrelerinin proliferasyonunu uyarır 

(Grivennikov, Greten ve Karin, 2010; Haque ve ark., 2019). TAM mikroçevresindeki 

pro ve anti-anjiyojenik faktörlerin dengesini değiştirerek anjiyojenik sürece neden olur 

bu da tümör neovaskülarizasyonuna yol açar (Hanahan ve Weinberg, 2011). Bu işlemi 

yönlendiren mekanizmalardan biri hücre dışı matrisin proteolitik bozunması ile 

vasküler endotel büyüme faktörü A'nın (VEGF-A) artmış salınımına yol açan 

TAM'dan matris metaloproteinaz 9'un (MMP9) salınmasıdır (Huang ve ark. 2002; Lee 

ve ark., 2005; Thurston, 2002). TAM, T hücresi aktivasyonunu doğrudan inhibe eden 

PD-L1 ve PD-L2 gibi immün kontrol noktalarını ifade ederek immünosupresif bir 

TME oluşumuna katkıda bulunur (Pollari ve ark., 2018; Santarpia ve ark., 2015). Ek 

olarak TAM klasik olmayan HLA-E ve HLA-G gibi T hücresi ve NK hücresi 

aktivasyonunu modüle eden inhibitör reseptörleri de ifade edebilir (Noy ve Pollard, 

2014). T hücresi aktivasyonu için gerekli olan CD80 ve CD86 gibi kostimülatör 

moleküllerin ifadesini azaltır (Yamaguchi ve ark., 2016). TAM; IL-10, dönüştürücü 

büyüme faktörü beta (TGF-β), Arginaz 1 (Arg1) ve indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) 

gibi sitokinler ve proteinler üretir bu durum immünosupresif ortama katkıda bulunur 

(Chen ve ark., 2019; Yang ve ark., 2015). Arg1, T hücreleri tarafından kullanılan 

esansiyel metabolitlerin immün baskılanmasına katkıda bulunmaktadır. Arg1, TCR (T 

hücre reseptör) sinyallemesinden sonra CD3'ün yeniden ifadelenmesini inhibe eden L-

arginini metabolize eder (Rodriguez ve ark. 2004). IDO triptofanı metabolize ederken 

T hücresi anerjisini ve apoptozu indükleyebilen katabolitler ve Treg (T düzenleyici 

hücre) hücre popülasyonunun genişlemesini sağlar (Thaker ve ark., 2013). 
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Şekil 1.12. GBM’deki Makrofajların Pro-tümör İşlevleri (Roesch ve ark., 2018) 

 
 
 

1.7.3.2. Tam’ın  (Tümör ilişkili makrofajların) antitümöral işlevi 

 
 

İyi tanımlanmış pro-tümör fonksiyonlarına ek olarak TAM enfeksiyon sırasında 

fagositoz, antijen sunumu ve sitokin üretimi yoluyla anti-tümör aktiviteye de katkıda 

bulunabilir (Germic ve ark., 2019). TAM proinflamatuar bir fenotip gösterir, artmış 

fagositik aktiviteye ve artan MHC-I ve MHC- -II, CD80/86 ifadesi ve  Th1 ve CD8+ 

T hücre aktivitesini uyaran sitokinler yoluyla antijen sunumuna sahiptir (Yang ve ark., 

2018). Bu TAM türleri genellikle fare modellerinin TME'sinde bulunmaz ancak 

mikroçevreyi anti-kanser immün yanıtlarıyla ilişkili daha proinflamatuar bir fenotipe 

doğru yeniden polarize ederken ortaya çıkabilir (Etzerodt ve ark., 2019). 
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Şekil 1.13. Tümör İlişkili Makrofajların Fonksiyonları (Noy ve ark., 2014;  Etzerodt ve ark., 2019) 

 
 
 

1.7.3.3. Tam (Tümör ilişkili makrofajlar) için belirteçler 
 
 

Farklı TAM alt kümelerini birbirinden veya diğer bağışıklık hücrelerinden ayırt 

etmeye yardımcı olan TAM'lerde farklı bir protein kümesi ifade edilir. Bununla 

birlikte tek bir belirteç varsa çok azının belirli bir işareti tanımlayabildiğini akılda 

tutmak önemlidir. Bu nedenle belirli TAM popülasyonlarını tanımlamak için sıklıkla 

birden fazla belirteç kullanılır. İntegrin alfa M olarak da bilinen CD11b TAM'leri 

tanımlamak için sıklıkla kullanılır. CD11b heteromerik kompleman reseptörü 

Makrofaj-1 antijeninin bir alt birimidir. CD11b NK hücresi ve T hücresi alt 

kümelerinde ifade edilir (Fe ve ark., 2014; McFarland ve ark., 1992; Christensen ve 

ark., 2001). Bununla birlikte en çok monositler ve granülositler üzerinde ifade edilir. 

Sonuç olarak CD11b yaygın olarak kullanılan bir pan-miyeloid belirteci haline 

gelmiştir. TME'deki TAM'lere kıyasla granülositlerin ve lenfositlerin diğer alt 

kümelerinin düşük miktarda CD11b bulunması göz önüne alındığında CD11b bazen 

bir “TAM-belirteci” olarak da kullanılır. (Coussens ve ark., 2013; Palucka ve ark., 
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2016).  CD68 iyonize kalsiyum bağlayıcı adaptör molekülü 1 (Iba1) ve CD14’de  

TAM'a özgü belirteçlerdendir (Cassetta ve ark., 2016; Pinto ve ark., 2019; Bowman 

ve ark., 2016; Mildner ve ark., 2017). Çoğunlukla sitoplazmik granüllerde bulunan bir 

glikoprotein olan CD68 murin makrofajlarının nispeten güvenilir bir belirtecidir. 

CD68 insanlarda da bir belirteç olarak kullanılmasına rağmen dendritik hücreler, 

endotel hücreleri ve hatta bazı lenfoid altkümeler gibi diğer insan hücre tiplerinde 

ifadesinin olduğu bildirilmiştir (Goswami ve ark., 2020; Ruffell ve ark., 2015). Iba1 

makrofaj ve mikroglianın karşılaştırılması ve fagositozunda önemli rol oynar (Ohsawa 

ve ark., 2000). 

 

 

 

Şekil 1.14. Şekil 1. Makrofaj Polarizasyonu (Li ve ark., 2021) 

 
 
 

1.8. Makrofajlar ve Mikroglia'nın Kökeni ve İşlevi 

 
 

Makrofajlar konak savunmasında önemli roller oynayan evrimsel olarak 

korunmuş hücre tipleridir. Makrofajlar ilkel organizmalarda yalnızca bağışıklık 

tepkisini düzenlerken aynı zamanda daha yüksek organizmalarda ise diğer miyeloid 

hücrelerle ve lenfositlerle yakından etkileşime girer. Makrofajlar genellikle kandan 
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türetilmiş ve inflamatuar sinyallere yanıt olarak toplanmış olsalar da bazı dokularda 

yerleşik makrofajları barındırır. CNS, mikroglia olarak bilinen yerel bir makrofaj 

içerir. Makrofajların ve mikrogliaların kökeni uzun süre tartışılmasına rağmen her iki 

hücrenin de kemik iliğinde olgunlaşan ortak bir hematopoietik kök hücreden 

kaynaklanan monositlerden geliştiği düşünülmüştür (Ling ve ark., 1993). Beyin 

hücresi popülasyonunun yaklaşık %10'unu temsil eden mikroglia'nın erken 

embriyonik gelişim sırasında yolk kesesinin eritro-miyeloid progenitörlerinden 

türetildiği kabul edilmektedir (Alliot ve ark., 1999). Normal fizyolojik koşullar altında 

merkezi sinir sistemi yalnızca yerleşik mikroglia tarafından oluşturulur ve diğer kemik 

iliğinden türetilen makrofajların varlığı hastalıklı beyinle ilişkilidir (Hoeffel ve ark., 

2015; Quail ve ark., 2017). 

 

 

Mikroglia bağışıklık tepkisinin önemli bir parçası olmasının yanı sıra beynin 

fizyolojik homeostazında da kritik bir rol oynar. Mikroglia nörogenez ve miyelin 

oluşumu gibi beyin gelişimi ve işlevi için önemlidir (Wlodarczyk ve ark., 2017). 

Mikroglia tarafından beyin homeostazının sürdürülmesi apoptotik hücrelerin ve diğer 

kalıntıların minimum seviyede olması bağışıklık uyarımı ile uzaklaştırılmasını içerir. 

Buna karşılık makrofajlar apoptotik hücrelerin veya nekrotik hücrelerin fagositozuna 

aracılık etmek için sadece patolojik koşullar altında beyne sızarlar (Murray ve ark., 

2011). Makrofajlar ve mikroglia ölmekte olan hücreler tarafından salınan kemo-çekici 

maddeleri algılayarak apoptotik hücreleri tespit eder. Bu sözde ”beni ye" sinyalleri bu 

hücreleri apoptotik hücrelere doğru yönlendirir ve “beni ye sinyallerine” bağlanmayı 

sağlar. Bu hücre-hücre etkileşimi fagositozu başlatır (Sierra ve ark., 2013). 

Fagositozun ardından makrofajlar ve mikroglia T hücrelerine ilgili antijenler 

sunduğundan apoptotik hücrelerin fagositozu aynı zamanda doğuştan gelen bağışıklık 

tepkisi ile adaptif bir bağışıklık tepkisi arasındaki temeli oluşturur. Bu nedenle 

TAM'ler  işlevsiz antijen sunumuna sahiptir (Muraoka ve ark., 2019). 
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1.8.1. Makrofajların ve Mikroglianın Polarizasyonu 
 
 

Makrofajların tarihsel olarak yüksek plastisite sergilediği bilinmektedir ve 

sırasıyla klasik olarak aktive edilmiş ve alternatif olarak aktive edilmiş makrofajlar 

olarak da bilinen pro-inflamatuar (M1) ve anti-inflamatuar (M2) fenotiplerine 

ayrılabilir. Pro-inflamatuar M1 makrofajlar, anti-tümörijenik etkilerde yer alırken 

immünosupresif M2 makrofajlar, tümör büyümesini, anjiyogenezi ve invazyonu 

destekleyen pro-tümörijenik mekanizmalarla ilişkilidir (Tong ve ark., 2021). TAM 

sınıflandırmasında Th1'in proinflamatuar, Th2'nin ise antiinflamatuar olduğu T-

yardımcı hücrelere bir benzetmedir (Liu ve ark., 2014). Kemik iliği kaynaklı 

makrofajlar arasında bu doğal plastisitenin varlığı da mikroglia'nın bir özelliği gibi 

görünmektedir. Mikroglial polarizasyonu TME'deki mikroglianın M1- veya M2-

fenotiplerine doğru polarizasyon potansiyeli barındırdığını göstermektedir. 

(Ransahoff ve ark., 2016; Xuan ve ark., 2021; Wu ve ark., 2020; Roesch ve ark., 2018; 

Walentynowicz ve ark., 2018; Ellert-Miklaszewska ve ark., 2016; Ellert-

Miklaszewska ve ark., 2013). Ancak TAM'ler için bu M1/M2 arasındaki ilişkinin 

ikiden fazla makrofaj fenotipinin basitleştirilmesi olarak kabul edilmektedir (Xue ve 

ark., 2014; Szulzewsky ve ark., 2016). Bu bağlamda M2 fenotipi M2a, M2b, M2c ve 

M2d olarak farklı alt sınıflara ayrılmaktadır. Bu farklı durumlar gen ifadeleme 

profillerine, efektör fonksiyonlarına ve ayrıca kemokin ve sitokin üretim profillerine 

dayanmaktadır (Roszer ve ark., 2015). Farklı fonksiyonel fenotipler hakkında 

bildiklerimizin çoğu polarizasyonu indükleyen kanonik kemokinlerin kullanıldığı in 

vitro deneylere dayanmaktadır. TNF-α, IFN-y ve LPS polarizasyonu makrofajları M1 

fenotipine doğru yönlendirirken, IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinler ise M2 fenotipini 

indükler (Walker ve ark., 2015). Bununla birlikte in vivo deneyler bu fenotipik 

indirgemenin daha çeşitli ve karmaşık bir durum olduğunu göstermektedir. Aslında 

hem hayvanlardan hem de insanlardan alınan tümör örneklerinin tek hücreli RNA 

dizilimi ve immünohistokimyasal boyaması farklı polarizasyon durumlarının bir arada 

var olduğunu ortaya çıkarmıştır. Hem M1 hem de M2‘nin aynı hücre içinde aynı anda 

tespit edilebileceğini ortaya koyan tek TAM'ler analiz edilmiştir (Muller ve ark., 

2017). Bu durum TME'deki TAM'lerin plastisite ve heterojen bileşimi fikrini destekler 

ve M1/M2 kavramının ayrı bir aktivasyon durumu olarak değil birlikte 
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değerlendirilecek bir süreklilik olduğunu göstermektedir (Mantovani ve ark., 2004; 

Zeiner ve ark., 2019). 

 

 

 

Şekil 1.15. Polarize makrofajlara ait farklı reseptör, sitokin, kemokin ve efektör fonksiyonları (Wei ve ark., 2020) 

 
 
 

1.9. Gliomada Makrofajlar ve Mikroglia 

 
 

Glioma TME'sindeki başlıca immün hücreler arasında mikroglia, monosit 

kaynaklı makrofajlar, nötrofiller ve T hücreleri bulunur. Dağılımları farklı derecelerde 

glioma ve metastatik beyin tümörleri arasında değişir. GBM'de TAM'ler, tümör 

kütlesindeki en fazla bulunan hücre tipini temsil eder ve toplam kütlenin% 30-50'sini 

oluşturur (Hambardzumyan ve ark., 2016). Beyindeki maligniteler arasında IDH-

yabanıl tip GBM ve metastatik beyin tümörleri en yüksek monosit türevli makrofaj 

akışına sahiptir (Klemm ve ark., 2020). TAM'lerin infiltrasyonu, GBM’ de dahil olmak 
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üzere farklı kanserlerde tümör derecesi ile artma eğilimindedir (Muller ve ark.,2017). 

Periferden infiltre makrofajlardaki artışın GBM'de düşük dereceli glioma kıyasla 

anlamlı derecede yüksek olduğu bulunmuştur. Ayrıca düşük dereceli gliomalarda kan 

kaynaklı TAM'lerin daha yüksek infiltrasyonu kötü sağkalım ile korele iken, 

mikroglial yoğunluk ile sağkalım arasında böyle bir korelasyon gözlenmemiştir 

(Muller ve ark., 2017). 

 

 

GBM'deki TAM'ler kötü prognoz ve tedaviye direnç ile ilişkili olan M2 

polarizasyon belirteçlerinin yüksek ifadesini gösterir (Gjorgjevski ve ark., 2019). IDH 

mutant GBM'ye kıyasla IDH-yabanıl tipte TAM'lerin oranında daha yüksek bir 

varyasyon olmasına rağmen IDH-yabani tip GBM'ye kıyasla IDH-mutant GBM'nin 

daha düşük bir TAM oranına sahip olduğu bulunmuştur (Poon ve ark., 2019). IDH 

mutantı GBM'deki TAM'lerin yabanıl tiptekilerine kıyasla daha fazla pro-inflamatuar 

özellikler gösterdiği gözlemlenmiştir. IDH-yabanıl tip GBM, pro- ve anti-inflamatuar 

TAM'ler açısından yüksek tümörler arası değişkenliğe sahiptir (Poon ve ark., 2019). 

Ancak farklı glioma derecelerinde TAM polarizasyonu çeşitlidir ve her zaman net 

değildir. Farklı makrofajların immünohistokimyasal boyaması gliomalar arasındaki 

belirteçler diffüz astrositomlar ve GBM ile karşılaştırıldığında pilositik astrositomda 

(WHO derece I) M2 belirteci olan CD163'ün daha yüksek ifadesi söz konusudur. 

 

 

Şimdiye kadar yapılan birkaç çalışma gliomaların TME'sine hâkim olan bir 

immünosupresif TAM fenotipini göstermiştir. Bununla birlikte bu TAM'lerin 

gliomadaki kesin fenotipi hala tartışmalıdır ve tam olarak tanımlanmamıştır. Sağlıklı 

dokuya kıyasla GBM'deki CD11b+ hücrelerinin transkriptomik profili pro-

tümörijenik veya anti-tümörijenik polarizasyona doğru net bir kayma söz konusu 

değildir (Szulzewsky ve ark., 2016). 
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1.10. Merkezi Sinir Sistemi ve Bağışıklık Sistemi 

 
 

Beyin tümörlerinin tedavisindeki son gelişmelere rağmen GBM’nin tedavisi 

nöroloji alanında zorluk oluşturmaya devam etmektedir. Özellikle malign gliomaların 

prognozu çeşitli nedenlerle karmaşık bir süreci içerir. İnfiltre edici büyüme 

paternlerine ve farklı apoptotik uyaranlara dirençlerine ek olarak gliomalar 

immünosupresif bir fenotip ile karakterize edilir (Parney ve diğerleri, 2000b; Gomez 

ve Kruse, 2006). Beyin tümörlerinin en malign formu olan glioblastoma tümörle 

ilişkili immünosupresyona sahiptir ancak düşük dereceli gliomalar ve 

medulloblastomlar ile ependimomlar gibi diğer tümör varlıkları da immünosupresif 

özellikler gösterir. 

 

 

Merkezi sinir sistemindeki (CNS) bağışıklık gözetimi vücudun diğer 

bölümlerindekilerden biraz farklıdır. Endotel hücreleri, düz kas hücreleri ve 

astrositlerden oluşan kan-beyin bariyerinin varlığı lenfositlerin kandan CNS'ye göçünü 

engeller (Doolittle ve ark., 2005). Kompleman bileşenleri gibi plazma proteinlerinin 

de beyne kolayca geçmesi engellenir. Mikroglial hücrelerin beynin APC'leri olduğu 

düşünülse de, ekstraserebral APC'lere kıyasla bağışıklık sisteminin diğer hücrelerine 

antijen sunma potansiyelinin aynı olup olmadığı belirsizliğini korumaktadır (Streit ve 

ark., 2005). Son olarak mikroglia dışında nöronlar ve glial hücreler gibi beyin 

parankimal hücreleri üzerindeki MHC moleküllerinin ifadesi düşüktür ve bu da 

antijenlerin optimal sunumunu zorlaştırır (Sikorski ve Lesniak, 2005). Bu gerçekler 

nedeniyle CNS uzun süredir “bağışıklık ayrıcalıklı alan” olarak adlandırılmaktadır. 

Bununla birlikte CNS'de güçlü bağışıklık tepkilerinin meydana geldiğine dair kanıtlar 

vardır, bu nedenle belki de daha çok "immünolojik olarak özelleşmiş bir bölge" olarak 

düşünülmektedir. Bu durum CNS'de immünolojik reaksiyon varlığı ile inflamatuar 

hastalıklar gibi diğer patolojik durumlarda görülebilir. Birçok beyin tümöründe kan-

beyin bariyeri sağlam değildir, bu nedenle artan sayıda lenfositin CNS'ye girmesine 

izin verir (Hickey ve diğerleri, 1991). Antijen sunma özellikleri çeşitli in vitro ve in 

vivo çalışmalarda gösterilmiştir. Beyinde bulunan T lenfositlerinin servikal lenf 

düğümlerinide uyarılabileceğine dair kanıtlar vardır. Ancak beyinde klasik bir lenf 
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drenajının olmaması nedeniyle beyindeki bağışıklık hücreleri ile periferdeki lenf 

dokuları arasındaki bağlantı hala tam olarak anlaşılamamıştır (Karman ve ark., 2004). 

Glioma hücreleri özellikle etkin T ve NK-hücre yanıtları için bir ön koşul olan aktive 

edici ligandları ifade eder (Friese ve ark., 2003). MHC sınıf I moleküllerinin glioma 

hücreleri tarafından ifadesi in vitro olarak gösterilmiştir (Parney ve ark., 2000a). Bu 

durum in vivo koşullarda daha az belirgindir ancak MCH sınıf I moleküllerinin ifadesi 

ve olası indüksiyonu muhtemel görünmektedir (Balducci-Silano ve ark., 1988). 

Bununla birlikte MHC sınıf I moleküllerinin malign glioma hücreleri üzerinde oldukça 

düşük ifadesi antijenlerin sunumunu sınırlar ve güçlü T-hücre yanıtlarını önler. Daha 

yakın tarihli çalışmalar glioma hücrelerinin antijen sunma özelliklerinde eksiklikler 

gösterdiğini ve böylece T lenfositleri tarafından etkin tanıma ve parçalanmayı 

engellediğini göstermiştir (Facoetti ve ark., 2005). 

 

 

İmmün hücre infiltrasyonu pro-tümorijenik fonksiyonlara aracılık etmek için 

birlikte seçilen birçok bağışıklık bileşeniyle katı tümörler arasında karmaşık ve çeşitli 

rollere sahiptir (Thorsson ve ark., 2018). Farklı tümör tiplerinde farklı immün hücre 

profilleri baskındır fakat birçok etkileşim birkaç katı tümörde tutarlıdır. Örneğin M2-

polarize tümörle ilişkili makrofajlar (TAM'ler) CSC popülasyonlarını kemokin sinyali 

ve Sonic Hedgehog gibi kök hücre yollarının indüklenmesi yoluyla yaygın olarak 

destekler (Jinushi ve ark., 2011). TAM'ler ayrıca çoklu kanser türlerinde EMT 

(Epitelyal Mezenkimal Geçiş) ve CSC (Kanser Kök Hücre) özelliklerini de destekler 

(Fan ve ark., 2014, Li ve ark., 2018a). 

 

 

Bağışıklık kaçışı tümör başlangıcında kritik bir rol oynar. CSC'ler tümörijenez 

ortamını temsil ettiğinden genellikle immünosupresiftirler. CSC'ler çeşitli 

mekanizmalar yoluyla bağışıklık hücreleri tarafından öldürülmekten kaçınır. Örneğin, 

CD133+ glioblastoma CSC'leri ve ABCB5+ melanom CSC'leri, T hücre saldırısından 

kaçmak için MHC sınıf I moleküllerini (insan HLA-A, HLA-B ve HLA-C) aşağı 

regüle eder (Di Tomaso ve ark., 2010, Schatton ve ark., 2010). Glioblastoma CSC'leri 

antijen sunma ve sunum yolları kapasitesini azaltmak için antijen işleme (TAP) ile 
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ilişkili düşük moleküler ağırlıklı protein (LMP) ve taşıyıcının ifadesini azaltır (Di 

Tomaso ve ark., 2010). CSC'lerde Toll benzeri reseptör 4'ün (TLR4) düşük ifadesi 

doğuştan gelen bağışıklık baskılamasından kaçınmalarına yardımcı olur (Alvarado ve 

ark., 2017). 

 

 

Artan kanıtlar CSC'lerin tümör mikroçevresindeki bağışıklık tepkisini yeniden 

şekillendirmedeki rolünü de desteklemektedir. CSC'ler anti-tümör immün tepkisini 

azaltan TGF-β ve IL4 gibi birçok immünosupresif molekül salgılar (Nappo ve ark., 

2017). TGF-β, Foxp3'e bağımlı ve bağımsız yollar aracılığıyla düzenleyici T hücresi 

aktivasyonunu indüklerken aktif T hücrelerinin proliferasyonunu inhibe eder (Fantini 

ve diğerleri, 2004, Oh ve ark.,, 2017, Thomas ve Massagué, 2005). TGF-β doğal 

öldürücü hücreleri inaktive eder ve pro-onkojenik M2 makrofaj polarizasyonunu 

destekler (Ganesh ve Massagué, 2018). Ayrıca glioblastoma CSC'leri M2 

makrofajlarını TME‘ne almak için periostin (POSTN) salgılamaktadır (Liu ve ark., 

2014, Zhou ve ark., 2015). Sitokinler bağışıklık hücreleri arasında hücreler arası 

iletişimi sağlayan ve doğrudan bağışıklık tepkilerine yardımcı olan küçük 

moleküllerdir. Bağışıklık hücrelerinin aktivasyonu IL-1β, IL-6, TNFa, IL-10, IL-1 

reseptör antagonisti (IL-1Ra) ve TGFβ dahil olmak üzere  pro-inflamatuar ve anti-

inflamatuar sitokinlerin üretimine ve salgılanmasına yol açar (Janeway ve ark., 2002). 

Bu sitokinler gen ifadelenmesini meydana getirirken aynı zamanda hücre 

sinyalleşmesini başlatmak için karşılık gelen reseptörlerine bağlanır. CNS sitokinlerin 

düşük ifadesini korur ancak inflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6 ve TNFa), CNS immün 

hücre aktivasyonunun ardından hızla yukarı regüle edilir. 

 

 

Yerleşik CNS bağışıklık hücreleri tarafından inflamatuar sitokin üretimi 

inflamatuar sinyalleri yaymak ve patojenlere fizyolojik tepkiler vermek için gereklidir. 

Periferik immün aktivasyon, yerleşik CNS immün hücreleri tarafından inflamatuar 

sitokin üretimi olmaksızın CNS'ye yeterince sinyal veremez çünkü sitokinler kısa 

ömürlüdür ve CNS parankiminden kolayca yayılmazlar. Sitokin üretimine uyaranın 

kaynağına ve yoğunluğuna bağlı olarak birkaç hücresel sinyal yolu aracılık eder. 
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Örneğin, IL-1 reseptörüne IL-1 bağlanması  mitojenle aktive olan protein kinazı 

(MAPK) ve nükleer faktör-kβ (NF-kβ) inflamatuar sinyalleşme kaskadlarını başlatan 

yolakları aktive eder (Parker ve ark., 2002; Lawrence ve ark., 2009).  

 

 

Anti-inflamatuar sitokinler MAPK ve NF-κβ sinyalinin inhibisyonu yoluyla 

inflamatuar sitokinlerin transkripsiyonunu ve translasyonunu doğrudan azaltabilir 

(Strle ve ark., 2001). Ek olarak anti-inflamatuar sitokinler inflamatuar sitokin üretimini 

azaltan ve hücresel onarım süreçlerini destekleyen sitokin sinyal yollarının 

baskılayıcısını indükler (Baker ve ark., 2009). Anti-inflamatuar sitokinlerin üretimi ve 

salgılanması CNS'de özellikle önemlidir çünkü nöronlar sınırlı rejeneratif kapasiteye 

sahiptir. 

 
 
 

1.11. Glioblastoma Multıforme 

 
 

Glioblastoma (GBM), yetişkinlerde merkezi sinir sisteminin en sık görülen 

primer tümör tipidir ve yenilikçi tanı stratejileri ve yeni tedavilerin geliştirilmesine 

rağmen kötü olan prognozu önemli ölçüde iyileşmemiştir (Deorah ve ark., 2006; 

Reardon ve ark., 2012). Kompleks ve yeniden üretilemeyen tanılar ve kemoterapi 

rejimlerine duyarlılığı veya direnci doğru bir şekilde tahmin edememe ve ayrıca 

optimal CNS biyoyararlanımının daha az olması, hastalığın kötü prognozuna katkıda 

bulunmuştur. Kanser ilerlemesi mutasyon birikiminin bir kanser hücresinin 

genomunun sağlıklı bir hücreninkinden sapmasına neden olduğu bir süreç olan 

somatik evrim tarafından desteklenir. Bununla birlikte GBM gelişimi farklı genetik ve 

moleküler sapmalardan oluşan karmaşık bir ağ yoluyla meydana gelmesi ve ana sinyal 

yollarında önemli değişikliklere yol açması bakımından dikkate değerdir. Son yıllarda 

kanıtlanmış veriler ortaya çıkmış ve tümörlerin genetik anormalliklere ek olarak 

spesifik genetik değişiklikleri barındıran çok sayıda kanserli hücre popülasyonundan 

oluştuğunu göstermiştir (Loeb ve ark., 2011). Tümörlerdeki bu heterojenlik 

karakterize edilen genetik instabiliteden ve tüm neoplazmalara eşlik eden artan 

mutasyon oranlarından genetik ve epigenetik modifikasyonlar yoluyla Darwin'in en 
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uygun klonların seçiminden kaynaklanır (Gerlinger ve ark., 2010). GBM'ler beyin 

parankimi boyunca geniş ölçüde dağıldıkları için ve ayrıca yüksek düzeyde 

vaskülarizasyon nedeniyle öldürücüdür, bu da maksimum cerrahi rezeksiyonu 

ulaşılamaz hale getirir. Bu nedenle hücre göçünü, dağılmasını ve anjiyogenezi inhibe 

etmek için tümöre özgü ilaç hedeflerine ve farmakolojik ajanlara duyulan ihtiyaç çok 

büyüktür. GBM gelişimine yatkın olan kalıtsal özellikler yoktur bu nedenle karakterize 

edilen tüm genetik değişiklikler somatik ve edinilmiş sapmalardır. 

 

 

Gliomalar tüm beyin ve merkezi sinir sistemi tümörlerinin yaklaşık% 30'unu ve 

tüm malign beyin tümörlerinin %80'ini oluşturur. Glioma sıklığına rağmen bu 

tümörlerin etiyolojisi büyük ölçüde bilinmemektedir (Goodenberger ve ark., 2012). 

Gliomalar (Dünya Sağlık Örgütüne göre) nöroepitelyal tümörler, astrositik 

neoplazmlar, oligodendroglial, oligoastrositik, ependimal ve koroid pleksus tümörleri 

olarak sınıflandırılmaktadır (Schwartzbaum ve ark., 2006). 

 

 

Glioblastoma (GBM; Dünya Sağlık Örgütüne göre derecesi IV glioma) merkezi 

sinir sisteminin en yaygın ve ölümcül görülen intrinsik beyin tümörüdür (Stupp ve 

ark., 2009). Günümüzde GBM hastalarında cerrahi rezeksiyonu takiben radyoterapi ve 

Temozolomid (TMZ) uygulamasını içeren kemoterapi uygulanmaktadır ( Stupp ve 

ark., 2005). Vakaların çoğu erkeklerde ortaya çıkar. Olguların GBM %60'ında tümör 

de novo başlatırken, diğer GBM %40'ında daha düşük dereceli bir beyin tümörünün 

malign gelişimi ile ortaya çıkar. GBM oluşma oranı bir dereceye kadar erkeklerde 

kadınlara göre daha yüksektir (1.6:1) (Thakkar ve ark., 2014). Yakın zamanda teşhis 

edilen GBM'de ortalama sağkalım oranı 8 ila 15 aydır. Tekrarlayan GBM ‘de ortalama 

sağkalım oranı sadece 3 ila 9 aydır. Kapsayıcı olarak 5 yıllık sağkalım oranı sadece 

%5'tir (Vredenburgh ve ark., 2007). Bunun nedeni GBM tümörleri fenotipik, hücresel, 

genetik ve epigenetik heterojenlik gösterirler ve GBM tümörlerinin tedaviye yanıt 

verememesindeki önemli bir sorunun tümör içindeki GBM kök hücrelerinin 

(GSC'LER) kendini yenileme özelliğine sahip alt popülasyonlarından dolayı çeşitli 

tedavilere karşı oldukça dirençli olmasından kaynaklanmaktadır ( Bao ve ark., 2006;  
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Safa ve ark., 2015., Singh ve ark., 2004., Jackson ve ark., 2015). Bu durum tümör 

rezeksiyonunu imkânsız hale getirmektedir. Tanı anında daha az agresif görünen 

(WHO’e göre derecesi 2 ve 3 olan) gliomalar 5-10 yıl içinde kötü evreye 

ilerlemektedirler. Beyin fonksiyonları üzerinde meydana gelen bu yıkıcı etki 

beraberinde bilişsel ve duygusal eksikliklere de neden olmaktadır (Zong ve ark., 2012). 

 

 

 

Şekil 1.16. GSC'ler tarafından glioblastoma patogenezi ve ilerlemesinde düzenlenen temel fonksiyonlara genel 

bakış 

 
 
 

1.11.1. Glioblastomada Genomik Değişiklikler 

 
 

Büyük ölçekli genomik DNA analizi gibi mevcut teknolojiler glioblastomun 

genetik evriminden kaçmıştır. Karşılaştırmalı genomik hibridizasyona (CGH) göre 

epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) lokusu ile kromozom 7p kazanımı ve 

fosfataz ve tensin homologu (PTEN) lokusu ile kromozom 10q kaybı en sık görülen 

değişikliklerdir (Inda ve ark., 2003). Bunun yanında IDH, p53, PTEN gibi gen 

mutasyonları ve bunların RTK/RAS/PI3K, p53 sinyali ve RB sinyali dahil ilgili sinyal 

yolları gliomagenezde kritik öneme sahiptir (Cancer Genome Atlas.;  2008 ). 
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Şekil 1.17. Üç kritik sinyal yolunda sık görülen genetik değişiklikler (The Cancer Genome Atlas (TCGA) 

Research Network 2008) 

 
 
 

1.11.1.1. IDH mutasyonları 

 
 

IDH1'in ana işlevi izositratı a-ketoglutarata (a-KG) dönüştürmektir, bu arada 

kofaktör nikotinamid adenin dinükleotit fosfat (NADP+) NADPH'ye oksitlenir. 

Bununla birlikte mutasyona uğramış IDH, a-KG'yi bunun yerine 2-hidroksiglutarat (2-

HG)'ye düşürür ve NADPH'den NADP+ üretir. 2-HG'nin artması ve a-KG'nin 

azalması, hücre farklılaşmasını bloke etme hipoksi ile indüklenebilir faktör 1α'nın 

(HIF1α) aktivasyonu ve bunun aşağı yöndeki faktörlerinin indüklenmesi gibi çeşitli 

yollarla tümör gelişimini teşvik edebilir (Lu ve ark., 2012; Wang ve ark., 2014; Sasaki 

ve ark., 2012). Glioblastomlarda IDH1/2 mutasyonları primer glioblastoma 

vakalarının %5'ine kadar bulunabilirken sekonder glioblastomların neredeyse 

%80'inde mevcuttur (Yan ve ark., 2009). 
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1.11.1.2. p53 mutasyonu 

 
 

ARF-MDM2-p53 yolunun glioblastomların yaklaşık %87'sinde düzensiz olduğu 

bulunmuştur (Cancer Genome Atlas., 2008). TP53 mutasyonlarını, 

CDKN2A/ARF'nin silinmesini ve/veya MDM2 ve/veya MDM4 amplifikasyonlarını 

içerir. MDM2 geni 12q kromozomunda yer alır ve glioblastomların yaklaşık %10-

15'inde amplifiye edilir (Cancer Genome Atlas., 2008). TP53 mutasyonları sekonderde 

(%65) birincil (%30) glioblastomlara göre daha yaygındır (Nagpal ve ark., 2006). p53 

bir tümör baskılayıcıdır ve DNA onarımını, hücre yaşlanmasını, hücre ölümünü ve 

metabolizmayı düzenler (Kastenhuber ve ark., 2017). Onkogen aktivasyonuna yanıt 

olarak ARF, normalde p53'ü bozan E3 ubiquitin ligaz proteini MDM2'yi inhibe etme 

yeteneğine sahiptir böylece p53'ün stabilizasyonuna neden olur. MDM2 aynı zamanda 

p53'ün aşağı akış hedef genidir ve p53 seviyesi bir geri besleme döngüsünde bu şekilde 

kontrol edilir. MDM2'nin p53'e bağlanmasını inhibe etmek p53'ün anında 

stabilizasyonuna neden olur. Mutant p53, MDM2 genini indükleyemez ve bu nedenle 

mutant p53, tümörlerde daha yüksek seviyelerde birikebilir ancak bu söz konusu 

mutasyona bağlı olabilir (Lukashchuk ve ark., 2007). p53 mutantlarının bir alt kümesi, 

glioblastomada mikroglia veya monosit iltihabını çektiği bildirilen ve hastalarda daha 

kısa sağkalım ile korele olan fonksiyon kazanımı (GOF) mutantları olarak fonksiyonel 

olarak sınıflandırılabilir (Ham ve ark., 2019). 

 
 
 

1.11.1.3. PTEN mutasyonu 

 
 

PTEN, bir tümör baskılayıcı gendir ve 10q kromozomunda yer alır. PTEN'in ana 

işlevi, fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT yolaklarını negatif olarak düzenlemek ve 

hücre büyümesini, metabolizmasını ve hayatta kalmasını kontrol etmektir (Lee ve ark., 

2018). Mutasyon veya delesyon yoluyla PTEN inaktivasyonu glioblastomun 

%36'sında meydana gelir. PTEN kaybı AKT/mTOR aktivitesini artırarak glioblastoma 

hücrelerinin çoğalmasını destekler. PTEN ve yaban tip p53'e sahip hücreler 

birbirlerinin tümör baskılayıcı işlevini geliştirirler. PTEN, p53'ün bozulmasını inhibe 

edebilirken p53 promotörüne bağlanarak PTEN'i aktive edebilir (Stambolic ve ark., 

2001; Mayo ve ark., 2002). Tersine yaban tip PTEN ve mutant p53 ifade eden 
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hücrelerde PTEN'in bir tümör teşvik edici özelliğe sahip olduğu söylenebilir. PTEN 

MDM2'nin inaktivasyonu yoluyla mutant p53'ün bozunmasını ve ayrıca mutant p53 

proteininin doğrudan stabilizasyonunu inhibe eder, burada PTEN inhibisyonu hücre 

proliferasyonunu ve tümör büyümesini baskılar (Li ve ark., 2008). 

 
 
 

1.11.1.4. EGFR amplifikasyonu 

 
 

EGFR kromozom 7p üzerinde bulunur. EGFR amplifikasyonu glioblastomaların 

%40'a kadarında meydana gelir ve ayrıca EGFR mutasyonları (EGFRvIII), amplifiye 

EGFR'li tümörlerin yarısında meydana gelir. EGFRvIII ekzon 2 ve 7'de delesyonlar 

yani hücre dışı alanda 267 amino asit kaybı olan mutasyona uğramış bir EGFR 

formudur ve ligandlara daha az bağlanma kapasitesi gösterir (Hatanpaa ve ark., 2010). 

Glioblastomda, yaban tip EGFR ve EGFRvIII her zaman birlikte ifade edilir ancak 

EGFRvIII daha tümörijeniktir ve hücrelerde PI3K/AKT, RAS ve MAPK yollarını 

aktive eder. EGFRvIII ve yaban tip EGFR glioma hücrelerinde otokrin/parakrin 

halkalar oluşturur; burada EGFRvIII'li hücreler, yaban tip olan hücrelerin çoğalması 

için heparin bağlayıcı epidermal büyüme faktörü (HB-EGF) ve dönüştürücü büyüme 

faktörü a (TGFa) gibi ligandlar sağlar (Ramnarain ve ark., 2006). 

 
 
 

1.11.1.5.  PDGFRA amplifikasyonu 

 
 

Trombosit kaynaklı büyüme faktörü reseptörü-α (PDGFRA) amplifikasyonu 

glioblastomun yaklaşık %13'ünde bulunur. Mutant PDGFRA, PDGFRA 

amplifikasyonu ile glioblastomaların %40'ında meydana gelen tekrarlayan bir gen 

yeniden düzenlemesidir. Amplifiye edilmiş PDGFRA yüksek tirozin kinaz aktivitesi 

ve transformasyon potansiyeli ile glioblastomda onkojenik özelliklere sahiptir (Ozawa 

ve ark., 2010). 
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1.11.1.6. TERT promotör mutasyonu 

 
 

Telomeraz ters transkriptaz geni (TERT) 5p15.33 kromozomunda yer alır. 

TERT kendi RNA'sını kullanarak telomerlerin uzunluğunu korumak için hareket eder 

(Killela ve ark., 2013). TERT mutasyonları glioblastomun %69'unda sıklıkla meydana 

gelir ve daha yüksek glioblastoma riski ile ilişkilidir (Yuan ve ark., 2016).  

 
 
 

1.11.1.7. MGMT hipermetilasyonu 

 
 

MGMT, guaninin O6 pozisyonundan alkil eklentilerini çıkarabilen 10q26.3 

kromozomu üzerinde bulunur, bu nedenle DNA onarımında bir işlevi vardır. MGMT 

hipermetilasyonu, GBM'nin yaklaşık %50'sinde gözlenir ve MGMT'nin promotör 

alanındaki sitozin-fosfat-guanin (CpG) ada bölgelerinde meydana gelir (Wick ve ark., 

2014). MGMT'nin hipermetilasyonu DNA onarım işlevini susturur ve DNA 

replikasyonu sırasında baz yanlış onarımına neden olur. Glioblastomda MGMT 

metilasyonu olan hastalar alkilleyici kemoterapiye daha iyi yanıt verir (Hegi ve ark., 

2008). 

 
 
 

1.12. GBM’de (Glioblastoma Multiforme’de) Mikroçevre  

 
 

Glioblastoma sadece tümör hücrelerini değil aynı zamanda tümör 

mikroçevresini oluşturan immün hücreler, astrositler ve vasküler hücreler gibi tümör 

dışı hücreleri de içeren intratümöral olarak heterojen bir tümördür. Tümör 

mikroçevresi, glioblastoma patogenezinde ve ilerlemesinde önemli bir rol oynar. 

GBM dokusunun büyük bir kısmı infiltre mikroglia ve makrofajlardan oluşur. 

İnterlökin-10 (IL-10), İnterlökin-6 (IL6), transforme edici büyüme faktörü-beta (TGF-

β), prostaglandin E2 (PGE2) gibi immün baskılayıcı faktörler, GBM hücrelerine karşı 

immün yanıtı bastırır, dendritik hücrelerin (DC'ler) düzenleyici bir fenotipe 

dönüşümünü teşvik eder ve (Treg'ler) hücreler FOXP3 + düzenleyici T'nin 

aktivasyonunu teşvik eder. Hipoksinin ve ardından HIF-1a ve VEGF üretiminin 

ifadesinin de Treg aktivasyonuna ve immün baskılanmaya neden olduğu bildirilmiştir. 
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GBM'lerden izole edilen makrofajlar M1 (pro-inflamatuar) ve M2 (anti-inflamatuar) 

fenotiplerine doğru polarize olma eğilimindedir. Fonksiyon ve hücre yüzeyi belirteci 

olarak M2 makrofajlarına benzeyen tümörle aktive makrofajların (TAM'ler), tümör 

içinde hayati bir rol oynadığı gösterilmiştir. 

 

 

TAM'lerin matris bozulmasına neden olduğu ve GBM hücrelerinin ve 

GSC'lerin hayatta kalmasını arttırdığı bildirilmiştir. GBM içindeki hipoksik mikro 

ortamların, mikroglia aktivasyonunu TAM'lere dönüştürdüğü bildirilmiştir (Jackson 

ve ark., 2017; Nduom ve ark., 2015; Razavi ve ark. 2016). 

 

 

GBM mikroçevresi içinde naif T hücrelerinin aktivasyonu sadece antijen sunan 

hücreler (APC'ler) üzerindeki majör histo-uyumluluk kompleksleri (MHC'ler) ile 

teması değil aynı zamanda yardımcı uyarıcı reseptörlerin aktivasyonunu da gerektirir 

(Driessens ve ark., 2009; Sharpe ve Abbas 2006). GBM'nin belirgin bir özelliği TME 

içinde değişken yoğunlukta meydana gelen hipoksidir. Hipoksi, onkogenlerin ve 

transkripsiyon faktörlerinin ifadesini indükleyen hipoksi ile indüklenebilir faktörleri 

(HIF'ler) ve ayrıca büyüme faktörü β'yı dönüştüren anjiyopoietinler gibi 

proanjiyojenik faktörleri aktive eden ve yukarı regüle eden GBM'nin etkili bir özelliği 

olarak kabul edilir (Hnahan ve ark., 2011). Hipoksi ayrıca makrofajların TGF-β ve IL-

6 salgıladığı inflamatuar nişi oluşturan makrofajların ve mikrogliaların metabolik 

programlanmasına ve mikroçevreye alınmasına katkıda bulunur aynı zamanda GSC 

popülasyonunun genişlemesini kolaylaştırır (Ho ve ark., 2017). GSC'lerin 

sürdürülebilirliğini korumak hem EC'ler tarafından salınan NO hem de siklik guanozin 

monofosfat gibi biyomoleküllere de bağlıdır (Hira ve ark., 2018). Son zamanlarda 

yapılan araştırmalar fibroblast büyüme faktörünün (FGF-2) GBM'nin 

düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığını ve GSC'lerin varlığını koruyarak temel 

FGF-2'nin GSC'ler üzerindeki etkisine ilişkin daha fazla araştırma için umut verici bir 

alan ortaya çıkarmıştır (Hley ve ark., 2014). Çalışmalar GSC'lerin GBM'nin hücresel 

heterojenliğinden yüksek oranda sorumlu olan yeni tümörler oluşturma kabiliyetine 

sahip GBM içindeki nadir bir hücre alt kümesini temsil ettiğini varsaymıştır (Holland 
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ve ark., 2001; Lathia ve ark., 2015). Glioma ile ilişkili mikroglia/makrofajların 

(GAM'ler) sayısı neredeyse tümör hücrelerinin sayısına eşittir. Güçlü kanıtlar 

GAM'lerin diğer miyeloid hücrelerle birlikte gliomaların immünolojik özellikleriyle 

sıkı bir şekilde ilişkili olduğundan GAM'lerin tümör ilerlemesini desteklediğini 

kanıtlamıştır (Li ve ark., 2012). Örneğin GAM'ler GBM hücrelerinden MMP2 ve 

MMP9 salınımını destekleyen TGF-β salgılar; bu matris metaloproteazlar GBM'nin 

invazivliğini arttırmak için kollajen ve elastin gibi ECM bileşenlerinin bozunması için 

kritik öneme sahiptir (Ye ve ark., 2012). Öte yandan TGF-β, mikroglia/makrofajların 

immünosupresif bir M2 fenotipine polarizasyonunu destekler ve GAM'lerin T hücre 

proliferasyonunu inhibe etme kapasitesini artırarak tümör ilerlemesini destekler (Wu 

ve ark., 2010). Perisitler EC'ler ve GSC'ler arasındaki etkileşim tümör 

anjiyogenezisine katkıda bulunan sinyal ağlarını oluşturur (Raza ve ark., 2010). 

Spesifik olarak perisit-EC etkileşimleri tümör damar sistemi ile yakından ilişkili 

makrofajları toplayan endotelyal bağlantıların oluşumundan sorumludur (Charles ve 

ark., 2011). Perisitler nöral glial antijen 2 (NG2), kondroitin sülfat proteoglyacan 4 

(CSPG4) ve α-düz kas aktin (α-SMA) ifade ederek vasküler olgunlaşmayı destekler. 

Hem tümör hem de stromal hücrelerin bir bileşeni olarak görev yapan NG2/CSPG4, 

tümör büyümesini destekler (Siebzehnrubl ve ark., 2011). GBM neoanjiyogenezinde, 

neovasküler ünitenin temel bir unsuru olan artmış perisitler, KBB'nin bozulması ile 

birlikte neovaskülarizasyonun iyi bir belirteci olarak kabul edilir (Schiffer ve ark., 

2018). ECM mikroçevrenin hücresel olmayan bileşenini oluşturur ve CNS'nin normal 

fizyolojisine katkıda bulunan bir biyokimyasal sinyal kaynağı olarak işlev görür (Lau 

ve ark., 2013). Dinamik ECM beyin hacminin yaklaşık %20'sini oluşturur (De Gooijer 

ve ark., 2018). GBM hücreleri ve ECM arasındaki etkileşimler tümör hücresi 

invazyonunu, maligniteyi ve göçü düzenler. GBM'deki patolojik koşullar altında ECM 

agrin kan damarlarının bazal laminasından kısmen kaybolur ve daha sonra tenasin ile 

değiştirilir ( Rascher ve ark., 2002). Hyaluronik asit (HA), CD44, MMP9 ve 

hiyalüronidazlar 1/2/3 (Hyal 1/2/3) gibi ECM bağlayıcı proteinlerin tümü GBM'nin 

invazyonunu ve infiltrasyonunu kolaylaştıran ECM'nin yeniden şekillenmesi üzerinde 

doğrudan bir etkiye sahiptir. Glioma hücreleri stromal hücrelerin nişinde bulunur ve 

tümör destekleyici bir ortam oluşturmak için işlevlerini değiştirmek üzere onlarla 

iletişim kurar. GBM’de TME glioma hücreleri, özelleşmiş glioma kök hücreleri 
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(GSC), yerleşik glial hücreleri (oligodendrositler, astrositler, ependimal hücreler, 

mikroglia) içeren stromal hücreler, monositler, makrofajlar ve lenfositler gibi infiltre 

edici immün hücrelerden oluşur (Abels ve ark., 2019; Broekman ve ark., 2018). 

 

 

 

Şekil 1.18. Glioblastoma Mikroçevresi (Yekula ve ark., 2019) 

 
 
 

1.12.1. GBM (Glioblastoma Multiforme) Mikroçevresinin Hücresel 

Bileşenleri 

 
 

GBM'nin TME'si hücresel bileşimi ve bağışıklık hücrelerine erişilebilirliği 

açısından benzersizdir. TME'yi benzersiz kılan faktörler aynı zamanda yüksek 

düzeyde bağışıklık bastırıcı ve "soğuk" TME fenotipine katkıda bulunmaktadır. 

Sürekli mutasyona uğrayan tümör hücrelerinin aksine TME'nin stroması genetik 

olarak stabil bir terapötik hedeftir. Bu stromal hücrelerin neden olduğu 
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immünosupresyonun azaltılması fonksiyonel efektör T hücre infiltrasyonunu teşvik 

etme ve tedavi için yeni fırsatlar oluşturma potansiyeline sahiptir (Tomaszewski ve 

ark., 2019). GBM'de tümör mikroçevresinin (TME) yanı sıra hastalar arasında önemli 

hücresel ve moleküler heterojenlik söz konusudur. Glioblastoma mikroçevresi hücre 

dışı matris (ECM), büyüme faktörleri, sitokinler, kemokinler ve hipoksi ve asidoz gibi 

spesifik koşullar ile birleştirilmiş çeşitli kanserli ve kanserli olmayan hücrelerden 

oluşur (Schifer ve ark., 2018; Chen ve ark., 2017; Christensen ve ark., 2008). Tüm bu 

kilit hücreler glioma nişinde farklı şekilde dağıtılır, tümörün farklı kısımlarını dinamik 

olarak dönüştürür ve TME'deki aralarındaki iletişim veya karışıklık glioma büyümesi, 

proliferasyonu, invazyonu, nüksü ve tümör anjiyogenezinde çok önemli bir rol oynar 

(Yekula ve ark., 2019). Bu bağlamda GBM ECM'nin, protein ve protein olmayan 

içerik düzeylerinde belirgin değişiklikleri tetikler ve hatta ECM'nin hücrelerinkine 

kıyasla hacmini arttırır ve bu da tümör büyümesine yol açar (Belousov ve ark.2019; 

Chintala ve ark., 1996; Müsümeci ve ark., 2015). Normal beyin dokusunda astrositler 

ve oligodendrositler matrisi oluşturur ancak neoplastik koşullarda GBM hücreleri 

matrisi pro-invaziv olarak değiştirir (Barber ve ark., 2006; Pope ve ark., 2012). 

 

 

GBM'lerin ortak özelliklerinden biri çeşitli anjiyojenik faktörler ve kemokinler 

nedeniyle geniş neoanjiyogenez ve anormal arterlere sahip en vasküler tümörlerden 

biri olmalarıdır (Vleeschouwer ve Glioblastoma 2017). GBM'deki anormal 

vaskülarizasyon esas olarak vasküler endotelyal büyüme faktörleri (VEGF'ler) yoluyla 

anjiyojenik faktörlerin yukarı regülasyonuna bağlanır (Dieterich ve ark., 2012; Giusti 

ve ark., 2016). Yeni kan damarı oluşumu kan ağının genişlemesine, geçirgenliğin 

artmasına ve endotel hücrelerinin çoğalmasıyla damar genişlemesine yol açar. Bu 

olaylarla ilgili olarak kan-beyin bariyeri (KBB) bozulur ve beyin ödemine, interstisyel 

basınç artışına ve inflamasyona yol açar (Chiorean ve ark., 2014; Treps ve ark., 2017). 

Diğer bir tehdit oluşturan durum ise tümör damarları tıkandığında hipoksi ve nekroza 

yol açabilen oksijen iletimi ile ilgilidir (Ponte ve ark., 2017; Monteiro ve ark., 2017). 

Astrositler beyinde ve GBM mikroçevresinde çok önemli bir rol oynar. Yapısal destek, 

homeostaz, oksidatif strese karşı koruma, enerji depolama ve sinaptik organizasyon ve 

yeniden şekillenme bu hücrelerin en hayati rolleridir (Perrin ve ark., 2019; 
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Tomaszewski ve ark. 2019). Histolojik incelemeye göre beyin yüzeyinin yaklaşık 

%99'u bu hücrelerden oluşmaktadır (Watkins ve ark., 2014). Ayrıca astrositler 

tarafından nörotrofik faktörlerin ve sitokin salgılanmasının uyarılması GBM'de tümör 

büyümesi ve tedaviye direnç üzerinde dikkate değer bir etkiye sahiptir (Pietras ve ark., 

2014). Kan beyin bariyeri oluşumu bu hücrelerin bir diğer kritik rolüdür (Le ve ark.,  

2003; Wolburg ve ark., 2009). Normal beyin dokusunda nöronlar güçlü mitojenik 

sinyaller üreterek nöral ve oligodendrosit öncü hücrelerinin büyümesini uyarır (Park 

ve ark., 2017; Boso ve ark., 2019). Bu hücreler GBM hücre içeriğinin bir kısmını içerir 

ve astrositler gibi tümör gelişimine yol açar.  

 

 

GBM ile ilişkili makrofajlar /mikroglia GBM tümör kütlesinin% 30 ila% 50'sini 

oluşturur. Hemen hemen tüm GBM neoplastik olmayan hücreler arasında kanla 

taşınan makrofajlar ve beyinde yerleşik mikroglia bulunur (Rossi ve ark., 1987). En 

kritik GBM hücrelerinden biri olarak kabul edilen bu hücreler glioma 

proliferasyonunu ve göçünü teşvik eder ayrıca immün etkilere sahiptir. Kanser 

hücrelerinden salınan faktörlerden kaynaklanan çeşitli büyüme faktörleri ve sitokinler 

salgılarlar (Brandenburg ve ark., 2016; Müller ve ark. 2015; Zhu ve ark., 2016). 

Lenfositler hücre kombinasyonunun küçük bir bölümünü oluşturmalarına rağmen 

glioma hücrelerine karşı önemli bir savunucu görevi görürler (Orrego ve ark. 2018). 

CD8 + sitotoksik T hücreler ve CD4 + yardımcı T hücreler, GBM mikroçevresindeki 

ana lenfositlerdir (Han ve ark., 2014a; Yang ve ark., 2010). Doğal öldürücü (NK) 

hücreler, GBM tümörlerine sızan başka bir lenfosit türüdür (Castriconi ve ark., 1950). 

Bu büyük granüler lenfositler tümör hücrelerine karşı doğuştan gelen ve adaptif olanlar 

da dâhil olmak üzere her iki bağışıklık türüne de katılırlar (Papamichail ve ark. 2004). 
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Şekil 1.19. GBM’in İnflamatuar Tümör Mikroçevresi (DeCordova ve ark., 2020) 

 
 
 

1.12.2. GBM (Glioblastoma Multiforme)’de Morfolojik Heterojenlik 

 
 

GBM'ler, beynin intrinsik glial hücrelerinden kaynaklandığı düşünülen malign 

glioma spektrumunun bir parçasıdır ancak son çalışmalar bu varsayımı daha da 

detaylandırmıştır (Friedmann ve ark., 2012). Yaygın olarak kullanılan Dünya Sağlık 

Örgütü Sınıflandırma Sistemine (WHO)’ne göre malign gliomalar, köken aldıkları 

varsayılan hücrelere histolojik ve immünohistokimyasal benzerliklerine göre alt 

tiplerdir ve histolojik özelliklere göre derecelendirilir (yani mitotik figürler, nekroz, 

vasküler endotel hiperplazisi) (Louis ve ark., 2007). Bu sisteme göre GBM'ler yüksek 

derecede malign davranışlarını yansıtan derece IV neoplazmlardır (en az şiddetli ve 

IV ila en şiddetli anlamına gelir). Teşhis için kullanılan morfolojik ve 

immünohistokimyasal özellikler malign gliomaların teşhis ve derecelendirilme şeklini 

değiştirmiştir (Louis ve ark., 2012). 

 

 

Bununla birlikte moleküler mekanizmayı ortaya çıkaran genomik teknolojilerin 

varlığı GBM kavramını tanımlamak için basit ama ufuk açıcı bir klinik gözlem olarak 

hastalığı yeniden şekillendirmiştir. Klinik olarak çoğu hasta de novo derece IV 
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lezyonlarla (birincil GBM'ler) başvururken, hastaların sadece küçük bir kısmı düşük 

dereceli gliomlardan (ikincil GBM'ler) başvurmaktadır. Önemli olarak bu iki klinik 

sunumun birincil GBM'lerde epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) ve fosfataz 

ve tensin homolog (PTEN) anormallikleri ile ikincil tümörlerde ise TP53 lezyonları 

gibi farklı moleküler korelasyonlar mevcuttur. İkincil GBM'ler nadir olmakla birlikte 

GBM'lerin %5 ila %10'unu oluşturur,  heterojen moleküler özellikleri ve klinik seyri 

nedeniyle GBM tanımını yeniden şekillendirilmiştir (Ohgaki ve ark., 2013). 

 
 
 

1.12.3. Glioma Hücre Motilitesinin Moleküler Mekanizmaları: 

 
 

En kötü huylu beyin tümörü olan Glioblastoma (GBM), karmaşık bir biyolojiye 

sahiptir ve onlarca yıllık araştırmaya rağmen hala pek çok şey bilinmemektedir. GBM 

merkezi nekroz ve mikrovasküler proliferasyon sergileyerek kendisini düşük dereceli 

gliomlardan ayırır. Hızlı ve oldukça infiltratif bir büyüme ile karakterizedir. GBM'de 

ekstrakraniyal metastazlar oldukça nadirdir; tümör hücresi invazyonu ve metastazı, 

GBM yayılımının ana özellikleridir (Johansen ve ark., 2016). 

 

 

Glioma hücreleri sağlıklı beyni istila etmek için esas olarak kan damarları ve 

aksonların etrafındaki perivasküler boşluk olmak üzere iki yol kullanır (Cuddapah ve 

ark., 2014). Glioma hücrelerinin yalnızca bir yolu diğerine göre mi kullandığı yoksa 

diğer yolların da mı kullanıldığı tam olarak anlaşılmamıştır. Ek olarak glioma 

hücrelerinin istila için bir yolu diğerine tercih etmeye nasıl karar verdiği 

bilinmemektedir. Bir glioma hücresinin hareket etmesine zemin hazırlayan çeşitli 

hücresel ve çevresel gereksinimler vardır. Örneğin göç eden hücreler, enerji 

metabolizmasında, genellikle hipoksik koşullar tarafından indüklenen değişiklikler 

gösterir (Kathagen ve ark., 2016; Horing ve ark., 2012). Sitokinler, kemokinler, 

beslenme yoksunluğu ve hipoksi, transkripsiyon faktörlerinin (TF'ler) ifadesinde 

değişikliklere ve ardından protein ifadesinin değişmesine neden olur (Lu ve ark., 

2010). Bu bağlamda iyon kanalları, nörotransmiterler, proteazlar, kemokinler ve 

sitokinlerin farklı ifadesi, hareket halindeki glioma hücreleri olarak tespit edilmiştir 
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(Demuth ve ark., 2004). Transkripsiyonel değişikliklerin yanı sıra glioma hücresinin 

hücre iskeleti hücre hareketine izin verecek şekilde yeniden düzenlenmeli, hücre 

yapışması azaltılmalı ve tümör hücresi küçük perivasküler boşluğa sığacak şekilde 

küçültülmelidir. Ayrıca hücre dışı matrisin (ECM), glioma hücre istilasına izin vermek 

için yeniden modellenmesi veya yok edilmesi gerekir (Gladson ve ark., 1999). 

Astrositler veya endotel hücreleri gibi komşu neoplastik olmayan hücrelerle glioma 

hücrelerinin etkileşimi glioma hücre göçü için önemlidir (Bougnaud ve ark., 2016 ; Da 

Fonseca ve ark., 2013). Glioma hücrelerinin invazyon ve metastaz için kullandığı 

farklı süreçlere ve mekanizmalara glioma hücrelerinin hareketliliğini düzenleyen 

sinyal kaskadları aracılık eder. 

 

 

Glioma hücreleri her ikisi de yüksek mekanik sertlik gösteren kan damarları veya 

beyaz madde yollarının miyelinli sinir lifleri gibi önceden var olan yapıları kullanarak 

sağlıklı beyin parankimine sızar (Rao ve ark., 2003; Lefranc ve ark., 2015). ECM 

sertliği, hücre hareketliliğinin önemli bir düzenleyicisidir. Hücrelerin daha sert bir 

ECM alanına doğru hareketine mekanotaksis denir (Lo ve ark., 2000). Perivasküler 

boşlukta olduğu gibi daha sert bir ECM glioma hücre göçünü destekler (Ulrich ve ark., 

2009). Sertlik glioma derecesine göre değişir. İnvaziv GBM'nin kollajen, fibronektin 

(FN) ve laminin gibi sertlik arttırıcı faktörler ürettiği bilinmektedir. Ek olarak glioma 

hücreleri serebral vaskülatürün bazal membranının bileşenlerini glioma ilerlemesi ile 

ilişkili olan tenascin (TN)-C'yi aşırı ifade eder (Mahesparan ve ark., 2003). Glioma 

hücreleri endotel hücreleri tarafından üretilen bradikinin gibi kemoatraktanlar 

tarafından kan damarlarının etrafındaki perivasküler boşluğa alınır (Montana ve ark., 

2011). 

 

 

Ayrıca glioma hücreleri üzerindeki kemokin reseptörlerinin aşırı ifadesi 

perivasküler invazyon ile ilişkilendirilmiştir (Yadav ve ark., 2016). Bilinen ikinci bir 

glioma hücre istilası yolu olan beyaz madde yolları boyunca hücre hareketine çekici 

veya itici faktörler olarak hareket eden aksonal kılavuz moleküller adı verilen çeşitli 

proteinler aracılık eder.  
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Tümörlerin güvenilir şekilde tanımlanması etkili tedavilerin geliştirilmesi için 

bir ön koşuldur. GBM'de bulunan hücrelerin heterojenliği nedeniyle sabit bir 

tanımlama yapmak oldukça zordur (Scott ve ark., 1995; Kim ve ark., 2014). 

Başlangıçta GBM olarak tanımlanan bir tümör sonraki analizlerde farklı tipte olabilir 

(Kim ve ark., 2014). Bu tutarsızlıklar GBM'nin açık bir şekilde tanımlanmasına izin 

verecek araçlara olan ihtiyacı haklı çıkarmaktadır. GBM herhangi bir metastatik 

bileşenin yokluğunda daha yüksek dereceli tümör (evre IV) olarak tanımlanan tek katı 

tümördür. Diğer tüm katı tümörler doku infiltrasyonuna, hücre farklılaşması 

derecesine, mitotik indekse ve metastatik invazyona bağlı olarak sınıflandırılabilir. 

GBM'nin karmaşıklığı ve heterojenliği nedeniyle, 2007 Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 

beyin tümörlerinin sınıflandırması hücrelerin mitotik indeksleri ve moleküler kriterleri 

ile birlikte histolojik profiline dayanmaktaydı (Louis ve ark., 2007). Bu 

sınıflandırmada farklı GBM türleri listelenmiştir:  Bunlar; saf astrositom, 

oligoastrositom ve nöro-astrositomdur. 2016 WHO sınıflandırması öncelikle tümörün 

genetik profiline dayanan yeni bir yaklaşım geliştirmiştir (Louis ve ark., 2016). En 

dikkate değer değişiklikler izositrat dehidrojenaz (IDH) durumunda (mutasyona 

uğramış ve yaban tip) ve 1p19q birlikte delesyonunun saptanmasındadır. Mitotik 

indeks ve hücrelerin histolojik yapısı ile ilişkili bu yapı terapötik şemanın 

yönlendirilmesine yardımcı olur. Bu şekilde mevcut WHO sınıflandırması sadece 

tümörün yapısını belirlemeye izin vermekle kalmaz aynı zamanda terapötik yöntem 

için bir seçim yapılmasına da olanak tanır. 

 

 

Gen ifade profillerine dayanarak, GBM’ler klasik, pronöral, nöral ve 

mezenkimal dört alt sınıfa ayrılır. Bu sınıflar tümör agresifliği, ilerlemesi ve/veya  

prognozu bakımından farklılık gösterir (Van Meir ve ark., 2010). 
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Şekil 1.20. Glioma alt tipi patogenezinde gözlenen genetik değişikliklerin şematik gösterimi (Van Meir ve ark., 

2010) 

 

GBM'ler, düşük dereceli glioma tümörlerinden (derece II veya III astrositom) 

malign transformasyon yoluyla gelişen birincil (de novo) veya ikincil olarak 

tanımlanır (Ohgaki ve ark., 2007). Aynı tümör içinde çeşitli moleküler alt sınıfların 

saptanabileceği gösterilmiştir (Sottoriva ve ark., 2013). Literatürde pronöral ve nöral 

GBM alt tiplerinin subventriküler zonda veya yakınında ortaya çıktığı mezenkimal ve 

klasik alt tiplerin ise subventriküler zonun distalinde ortaya çıktığı bildirilmektedir 

(Jovcevska ve ark., 2019). 

 
 
 

1.12.4. Gen İfadesine Dayalı GBM'lerin Moleküler Sınıflandırması 

 
 

Glioblastom izositrat dehidrojenaz 1 ve 2 (IDH1 / 2) mutasyonlarının yokluğu 

veya varlığı ile ilişkili primer veya sekonder glioblastom olarak sınıflandırılabilir. 

Glioblastomların çoğunluğu yabanıl tip IDH1/2 ile primerdir ve nöral kök hücreler, 

glial progenitörler veya astrositler gibi farklılaşmış hücreler neoplastik olmayan 

hücrelerden kaynaklanır (Zong ve ark., 2012). Sekonder glioblastoma ile 

karşılaştırıldığında primer glioblastoma yoğun tedaviden sonra bile daha kötü bir 

prognoza sahiptir. İleri yaştaki (> 60 yaş) hastalar daha da kısa bir sağkalıma sahiptir. 

Sekonder glioblastom sıklıkla IDH1 veya IDH2 mutasyonunu barındırır düşük 
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dereceli gliomadan ilerler ve daha iyi prognoza sahiptir (Louis ve ark., 2016; Ohgaki 

ve ark., 2013). 

 

 

2010'da Verhaak ve arkadaşları, GBM'leri ayrı kategorilerde gruplamak için 

somatik mutasyonları, DNA kopya sayısı değişikliklerini ve gen ifade profilini analiz 

etmişlerdir (Verhaak ve ark., 2010). Bu çalışma sayesinde moleküler ve gen ifade 

profillerinin spesifik kümelenmesine dayalı olarak dört GBM alt tipi (Klasik, Pronöral, 

Nöral ve Mezenkimal) oluşturmuşlardır. Klasik kategori, p16INK4A ve p14ARF 

delesyonu ile birlikte EGFR amplifikasyonunun daha fazla baskın olduğunu TP53 

mutasyon oranlarının azaldığını göstermiştir. Histolojik olarak, Klasik alt tip, 

astrositlerle daha tutarlı özellikler göstermiştir. Pronöral kategorisinin daha yüksek 

oranda PDGFR amplifikasyonu, TP53 mutasyonu, LOH ve IDH1 mutasyonu olduğu 

bulunmuştur. Bu tümörler en çok oligodendrositlerle uyumlu olan histolojik 

özelliklere sahiptir. Pronöral alt tiplerini barındıran hastalar daha genç ve tedaviye 

daha iyi yanıt vermişlerdir. Nöral alt tipin daha yüksek derecede nöronal belirteç 

ifadesine sahip olduğu bulunmuştur. Mezenkimal alt tipin PTEN ve Akt 

değişiklikleriyle birlikte daha yüksek derecede NF1 mutasyonlarına sahip olduğu 

tespit edilmiştir. 

 

 

Klasik alt tip sınıfındaki GBM’ler gen amplifikasyonu ve gen kaybı oluşturan 

mutasyonlar gösterir (Verhaak ve ark., 2010). Taranan tüm klasik alt tiplerde diğer 

GBM tümör alt tiplerinde de görülen kromozom 10 kaybı ve kromozom 7 

amplifikasyonu meydana gelir. Ancak yüksek düzeyde epidermal büyüme faktörü 

(EGFR) mutasyonları başlıca klasik tümörlerde gözlenirken diğer GBM alt tiplerinde 

nadiren görülür (Verhaak ve ark., 2010). Klasik tümörler ayrıca tümör baskılayıcı 

TP53 mutasyonunun olmaması ile karakterize edilirken pronöral tümörlerin 

çoğunluğu TP53 mutasyonu oluşturur (Phillips ve ark., 2006). Ek olarak pronöral alt 

tip, trombosit kaynaklı büyüme faktörü reseptörü A'daki (PDGFRA) değişiklikler ve 

IDH1'deki nokta mutasyonu olmak üzere iki farklı özelliğe sahiptir (Verhaak ve ark., 

2010). GBM tümörleri tümü nöronal belirteçler olan NEFL, GABRA1, SYT1 ve 
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SLC12A5'in nöral mevcut ifadesi olarak sınıflandırılır. Bu farklı tümör alt tipleri hala 

bilinmeyen ancak GBM'nin heterojenliğini yansıtan farklı prognoz ve tedavilere yanıt 

verebilir (Verhaak ve ark., 2010). 

 

 

GBM'ler bilinen bir öncü olmadan ortaya çıkan primer (de novo) veya düşük 

dereceli bir tümörün zaman içinde GBM'ye dönüştüğü sekonder tümör olarak 

sınıflandırılabilir. GBM'lerin çoğunluğu primer GBM’dir ve bu hastalar daha yaşlı 

olma eğilimindedir, sekonder GBM'li hastalardan daha kötü prognoza sahiptir 

(Wilson, Karajannis ve Harter, 2014). 

Birincil ve ikincil GBM'ler histolojik olarak ayırt edilemez. Tarihsel olarak ikisi 

arasındaki ayrım klinik geçmişe dayanmaktadır. Bununla birlikte bu tümörlerin 

genetik, epigenetik ve moleküler profilinin daha derinlemesine anlaşılmasıyla ayrım 

daha net hale gelmiştir. 

 

 

Klinik ve görüntüleme kriterlerine dayalı ikincil GBM'lerin insidansı izositrat 

dehidrojenaz (IDH) durumu tarafından tahmin edilenden biraz daha düşüktür (sırasıyla 

%5'e karşı %6-13) (Ohgaki ve ark., 2004;  Ohgaki ve ark., 2005; Dropcho ve ark., 

1996). Klinik olarak ikincil GBM tanısı alan hastalar birincil GBM'si olanlardan 

ortalama 17 yaş daha gençtir (Ohgaki ve ark., 2004; Dropcho ve ark., 1996); daha genç 

bir hasta grubuna yönelik bu önyargı, IDH mutasyonları olan hastalar için IDH1 

durumu ile çok yakından ilişkilidir (Watanabe ve ark., 2009; Ichimura ve ark., 2009). 

IDH-mutant GBM'li hastalarda klinik seyir daha az agresif davranışın göstergesi 

olarak önemli ölçüde daha uzundur (Ohgaki ve ark., 2004;  Ohgaki ve ark., 2005; 

Watanabe ve ark., 2009). 

 

 

Primer ve sekonder GBM'lerin çoğunluğu tümör hücresinin hücre döngüsü 

kontrol noktalarından kaçan, kontrolsüz hücre proliferasyonuna, artan hücre 

sağkalımına yol açan, ayrıca yaşlanmadan ve apoptoz yollarından kaçmasına izin  

veren değişikliklere sahiptir (Chen, McKay ve Parada., 2012). 
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Primer ve sekonder GBM’ler arasında moleküler değişiklikler ve gen ifade 

paternleri arasında değişiklikler fark edilmiştir. Primer GBM için EGFR, PDGFRA, 

PTEN, TP53, NF1 ve CDKN2A/B'de ve TERT promotör mutasyonlarında 

değişiklikler gösterir ancak IDH1/2 mutasyonlarında değişiklik göstermez (Tabatabai 

ve ark., 2010; Vigneswaran ve ark., 2015).  

 

 

Sekonder GBM'ler önceden var olan düşük dereceli bir gliomadan GBM'ye 

ilerleyen ve büyük ölçüde pronöral alt gruba giren tümörlerdir. Bu ikincil GBM'ler 

IDH1 ve 2'deki (izositrat dehidrojenaz) mutasyonların yanı sıra yukarı regüle edilmiş 

PDGFRA sinyallemesi ile p53 mutasyonları ve kromozom 19q kaybı sıklıkla görülür 

(Alifieris ve Trafalis, 2015; Wilson ve ark., 2014; Genç, Jamshidi, Davis ve Sherman, 

2015). Moleküler grupları tanımlamak için TCGA tarafından GBM'nin kapsamlı 

genomik ve transkriptomik profiline göre çoğu tümörün EGFR ve PDGFRA gibi 

reseptörlerdeki mutasyonlar/amplifikasyonlar yoluyla sinyal veren reseptör tirozin 

kinaz (RTK); PI3K ve PTEN gibi ortak onkojenik yollarda değişiklikleri barındırdığı 

bulunmuştur (McLendon ve ark., 2008; Brennan ve ark., 2013). 

 

 

GBM kendi TME'si (Tümör mikroçevresi) ile sürekli iletişim halindedir ve 

TME, GBM'nin tümör oluşumuna ve ilerlemesine katkıda bulunur (Schiffer ve ark., 

2015, 2018 ). GBM TME’si, hücre dışı matris, glioma kök hücreleri (GSC'ler) gibi 

tümör hücreleri ve endotel hücreleri, perisitler, mikroglia, bağışıklık hücreleri, 

oligodendrositler, nöronlar, astrositler ve miyeloid baskılayıcı hücreler de dahil olmak 

üzere tümör olmayan hücrelerden oluşan heterojen bir yapıya sahiptir (Roberts ve ark., 

2020). Çözünür proteinler, DNA, mRNA ve kodlayıcı olmayan RNA'lar içeren hücre 

dışı veziküller GBM ve TME arasındaki iletişimi sağlar ve bu veziküller anjiyogeneze, 

apoptozdan kaçınmaya ve ilaçlara karşı dirence katkıda bulunur (Materredona ve ark., 

2019; Simon ve ark., 2020). GBM hücrelerinin ince membran kanallarıyla (tünelleme 

nanotüpleri) iletişim kurduğu gösterilmiş ve elde edilen sonuçlar bu nanotüplerin 

GBM hücrelerinin temozolomidden (TMZ) ve iyonlaştırıcı radyasyon tedavisinden 

korunmasına aracılık ettiğini ortaya koymuştur (Valdebenito ve ark., 2020). 
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GBM'nin kökeninin kesin hücresi hala tartışmalı bir konudur. Literatürde 

subventriküler bölgenin nöral kök hücrelerinin (NSC'LER) ve oligodendrosit öncü 

hücrelerinin GBM hücresi için iki adayı temsil ettiği bildirilmiştir (Fan ve ark., 2019). 

Ayrıca çeşitli çalışmalar GBM'nin glial ve astrosit öncü hücrelerinin malign 

transformasyonundan ve astrositlerin ve nöronların farklılaşmasından 

kaynaklanabileceğini öne sürmüştür (Fan ve ark., 2019; Altmann ve ark., 2019; 

Matarredona ve ark., 2019). 

 

 

 

Şekil 1.21. GBM ‘in Mutasyonel ve Epigenetik Sınıflandırılması (DeCordova ve ark., 2020) 

 
 
 

1.13. Gliomajenez 

 
 

Primer glioblastomun kökeni hakkında glioblastoma kök hücrelerinden 

(GSC'ler), progenitör hücrelerden veya astrositlerden farklılaşma yoluyla üç teori 

önerilmiştir. 
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Şekil 1.22. Nörogenez ve Gliomagenez Arasındaki İlişki (Min Guo 2020) 

 

Normal nörogenezde, nöral kök hücreler (NSC'ler) nöral ve glial progenitörlere 

yol açar. Daha sonra nöral progenitörler nöronlara farklılaşır ve glial progenitör 

hücreler oligodendrositlere ve astrositlere farklılaşır. Bununla birlikte gliomagenez 

sırasında, onkojenik genlerin aktivasyonunu veya baskılayıcı genlerin kaybını 

indükleyen mutasyonlar, nöral kök hücrelerde, progenitörlerde veya astrositlerde 

meydana gelebilir ve bu da glioma kök hücrelerinin (GSC'ler) oluşmasına neden 

olabilir. GSC'ler mezenkimal olmayan ve mezenkimal glioma hücrelerine 

farklılaşabilir ve tümör oluşturabilir. Öte yandan bazı terapi uyaranları glioma 

hücrelerinin GSC'lere farklılaşmasını indükleyebilir. 

 
 
 

1.14. GBM’de (Glioblastoma Multiforme)’de Vaskülarizasyon 

 
 

GBM'ler neo-anjiyogenez, hiperdilate ve sızdıran damarları gösteren anormal bir 

vaskülatür ile endotel hücrelerinin ve perisitlerin kötü organize olmuş vasküler yapılar 

oluşturduğu vasküler glomerüler yapıları nedeniyle en vaskülarize tümörlerden biridir 



52 
 

(Wesseling ve ark., 1997). Esas olarak tümör hücreleri veya infiltre edici immün 

hücreler tarafından ifade edilen gliomlarda çeşitli anjiyojenik faktörlerin ve 

kemokinlerin varlığı söz konusudur. Bununla birlikte GBM'deki vasküler 

anormallikler ağırlıklı olarak kan-beyin bariyerinin (KBB) ‘nin bozulmasına neden 

olan yüksek düzeyde vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) seviyelerine 

bağlanır. Kan beyin bariyeri (KBB) arasındaki iyon ve moleküllerin transferini sıkı bir 

şekilde düzenleyen bir nörovasküler birim oluşturan endotelyal hücreler, perisitler ve 

astrositlerden oluşur (Daneman ve ark., 2015; Zlokovic ve ark., 2011). Bariyerdeki 

bozukluk, tümör dokusuna sızan plazma ve sıvı ile damar geçirgenliğini indükler 

böylece beyin ödemi ve interstisyel basıncı indükler. Bu değişiklikler aynı zamanda 

vasküler işlevi de tehlikeye atar ve yavaş kan akışına neden olarak GBM içinde tutarsız 

oksijen sunumuna yol açar. Buna karşılık tümör damarları tıkandığında GBM'nin bir 

başka özelliği olan psödopallisading nekroza dönüşebilen lokal hipoksik alanlar 

gelişir. Bu koşullar aynı zamanda proanjiyogenik ve immünosupresif özellikler ortaya 

çıkaran makrofajlar gibi doğuştan gelen bağışıklık hücrelerini de tümör 

mikroçevresine çeker böylece tümör damar sisteminin bu zayıf perfüze alanlara doğru 

genişlemesine yardımcı olur. GBM vaskülatürünün çoğunlukla anjiyogenez ile 

genişlemesine rağmen tümör damarlarındaki mevcut endotel hücrelerinin ve kemik 

iliği kaynaklı vasküler progenitörlerin proliferasyonu neovaskülarizasyonu teşvik 

edebilir (Du ve ark., 2008). Daha yakın zamanlarda fare GBM modellerinde soy 

izleme deneyleri ve hastadan türetilen GBM'deki endotel hücrelerinin genetik 

mutasyonel analizi GBM'deki endotelyal hücrelere veya perisitlere farklılaşma 

yetenekleriyle glioma kök hücrelerinin (GSC'ler) başka bir vasküler bileşen kaynağı 

olduğunu ortaya çıkarmıştır (Wang ve ark., 2010; Soda ve ark., 2011; Ricci ve ark., 

2010; Cheng ve ark., 2013). GBM vaskülatürünün heterojen yapısı, tümöre karşı 

potansiyel ilaçlar için önemli rolünü etkilemekle kalmaz aynı zamanda hücresel 

yapışmayı ve bağışıklık hücrelerinin diapedezisini etkileyen yapışkan özelliklerini de 

değiştirir. Bu bağlamda VEGF yükselmesinin anormal ve anjiyojenik bir vaskülatür 

oluşturmanın yanı sıra tümöre reaktif T hücrelerinin ekstravazasyonunu da 

engellediğini ve GBM dahil olmak üzere tümörlerin konakçı immüno-gözetiminden 

kaçmasını sağlayan immün baskılayıcı bir mikro ortamı desteklediği bilinmektedir 

(Motz ve ark., 2013). VEGF, anjiyojenik damarlardaki ICAM1 ve VCAM1 yapışma 
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moleküllerini azaltır ve böylece immün T-efektör hücrelerinin tümöre infiltrasyonunu 

ve DC'lerin olgunlaşmasını doğrudan engeller. Antijene özgü düzenleyici T 

hücrelerini (Treg'ler) etkinleştirir. Bu durum GBM'nin immünosupresif bir yapı 

kazanmasına ve ardından düşük CTL (sitotoksik T lenfosit) sızmasına katkıda bulunur. 

 
 
 

1.14.1. GBM’de (Glioblastoma Multiforme)’de Kan-Beyin Bariyeri 

 
 

TME'nin immün olmayan bir diğer önemli bileşeni kan-beyin bariyeridir (KBB). 

KBB, moleküllerin ve hücrelerin sıkı bir şekilde düzenlenmesine izin veren beynin 

önemli bir özelliğini oluşturur (Daneman ve ark., 2015). KBB, astrosit, endotel 

hücreleri ve perisitlerle etkileşimi yoluyla oluşturulur. KBB, intravenöz ajanlarla beyin 

malignitelerini tedavi ederken sıklıkla görülen zayıf kemoterapötik etkinliğe katkıda 

bulunan yapılardan biri olarak kabul edilir (Wang ve ark., 2019; Bhowmik ve ark., 

2015; Harder ve ark., 2018). GBM’de KBB sadece inflamasyon ve fiziksel distorsiyon 

nedeniyle değil, aynı zamanda kan damarlarının sızıntısına katkıda bulunan artan 

vaskülarite nedeniyle de tehlikeye girer (Wolburg ve ark., 2012; Dubois ve ark., 2014). 

Vaskülatürün distrofik büyümesi geçirgen damar duvarlarının heterojenliğine ve 

ayrıca tümörlerin artan perfüzyonuna katkıda bulunur. Bu artan anjiyogenez esas 

olarak TME'deki yüksek miktarlarda vasküler endotelyal büyüme faktöründen 

(VEGF) kaynaklanmaktadır. VEGF, hücre içi adezyon molekülü 1 (ICAM1) ve 

vasküler hücre adezyon molekülü 1 (VCAM1) adezyonundaki azalma yoluyla immün 

hücre ekstravazasyonunun azalmasına da neden olur (Momeny ve ark., 2017; Yang ve 

ark., 2018). Sonuç olarak KBB’deki bazı bağışıklık hücrelerinin tümör mikroçevresine 

girmesine ortam hazırlar. Tümörlerin merkezi nekrotik alanlarındaki zayıf kan akışı 

oksijen dağıtımını azaltır, makrofajları tümör mikroçevresine çeken hipoksik 

bölgelerin oluşumuna katkıda bulunur ve immünosupresif fenotipleri meydana getirir 

(Guo ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016). 
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Şekil 1.23. GBM’de (Glioblastoma Multiforme)’de Bozulmuş Kan Beyin Bariyeri (Cuddapah ve ark., 2014) 

 
 
 

1.14.2. Astrositler 
 
 

Astrositler homeostazı koruyarak beyinde yapısal destek sağlar. Tipik olarak 

PVN'de lokalizedirler ve KBB'nin korunmasında önemli bir rol oynarlar (Wolburg ve 

ark., 2009). Astrositlerin glioma hücrelerinin proliferasyonunu destekleyen nörotrofik 

faktörlerin salgılanması yoluyla pro-tümör fonksiyonlarına sahip oldukları 

düşünülmektedir (Pietras ve ark., 2014). Beyinde aktive olan astrositler farklı 

yaralanma biçimleri sırasında beyin dokusunun onarımını sağlamak için büyüme 

faktörleri ve sitokinler sağlar. Bu süreç, beyindeki yara iyileşmesinin bir mekanizması 

olan reaktif gliozis olarak adlandırılır (Sofroniew ve ark., 2015). TME'de bu büyüme 

faktörlerinin tümör büyümesini desteklediği ve tedaviye dirence aracılık ettiği 

gösterilmiştir (Quail ve ark., 2016). İçinde büyüme faktörlerini sağlamanın yanı sıra 
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tümör invazyonu için uygun bir ortam oluşturan metalloproteinazları da salgılarlar (Le 

ve ark., 2003). GBM gibi bazı CNS patolojilerinde, astrositler moleküler, hücresel ve 

fonksiyonel değişikliklere uğrarlar bu durum lezyon bölgesinde hücre 

proliferasyonunun aktivasyonunun yanı sıra hipertrofi ile karakterize edilen 

astrogliosis adı verilen bir süreç yoluyla reaktif astrositlere dönüştürülür. En önemlisi 

astrogliosis, nestin, vimentin, sinyal reseptörleri (c-MET), transkripsiyon faktörleri 

(STAT-3), büyüme faktörleri (beyinden türetilen nörotrofik faktör (BDNF) ve 

büyüme/farklılaşma faktörü 15'ten oluşan ara filamentlerin yukarı regülasyonu ile 

ilişkilidir. (GDF-15), hücre yapışma proteinleri (CD44) ve hücre dışı matris bileşenleri 

(kollajenler) doku onarımını destekler (Liddelow ve ark., 2017). Reaktif astrositler 

inflamatuar sitokinleri (C-C motifli kemokin ligandı 2 (CCL2) ve interlökin 6 (IL-6) 

ve NO salgılar, böylece nöroinflamatuar yanıtları şiddetlendirir. GBM 

mikroçevresinin ana bileşenlerinden biri olan astrositler tümör hücreleriyle temas 

ettiklerinde reaktif bir fenotip oluşturur. Reaktif astrositler tarafından salgılanan 

büyüme faktörleri, kemokinler, sitokinler ve diğer çözünür maddeler, stroma ve 

epitelyal GBM hücreleri arasında devam eden astrosit aktivasyonunu ve sinyal 

aktarımını düzenlemek için görev alırlar. Glioma-astrosit etkileşimleri tarafından 

tetiklenen astrosit fenotipi, yüksek konsantrasyonda GFAP ve connexin 43 (CX43) 

ifade eder ve glioma hücre invazyonu için bir ortam oluşturur (Gagliano ve ark.,2009). 

GBM tarafından TGF-β1 sinyal yolu ve glioma-astrosit etkileşimleri sırasında reaktif 

astrositlerle ifade edilen MMP2'nin yukarı regülasyonu GBM hücrelerinin parankimal 

infiltratif kapasitesine yardımcı olur (Ye ve ark., 2012). Ayrıca reaktif astrositler 

tarafından salgılanan stromal hücre kaynaklı faktör-1 (SDF1), GBM hücrelerinin 

kontrolsüz proliferasyonunu uyarır (Bajetto ve ark., 2006). Bu nedenle reaktif 

astrositler, GBM'nin TME'sinde önemli bir salgı kaynağıdır bu durum anormal hücre 

proliferasyonuna neden olarak GBM malignitesini arttırır ve tümör mikroçevresinde 

malign bir dönüşümü tetikler (Henrik ve ark., 2019). Astrositler, beyin ortamının 

önemli düzenleyicileri ve CNS'deki tümör hücresi kaderinin ana belirleyicileridir. 

Beyin tümörü hücreleri perivasküler nişte olduğunda endotel hücresini çevreleyen 

astrositler aracılığıyla kan-beyin bariyerini bozabilir (Watkins ve ark., 2014). 

Astrositler beyin tümörlerinin varlığı ile aktive edilir. GSC, aktive edilmiş astrositlerde 

p53'ü aşağı regüle edebilir ve böylece onları tümör önleyici bir duruma dönüştürür 



56 
 

(Biasoli ve ark., 2014). Ayrıca, astrositlerin beyin tümörü hücreleri ile fiziksel 

etkileşiminin endotelin üretimi ve Notch yolu ile CSC'nin kendini yenilemesi yoluyla 

tedaviye direncin önemli bir belirleyicisi olduğu gösterilmiştir (Kim ve ark., 2015; Lee 

ve ark., 2016; Xing ve ark., 2013). 

 
 
 

1.14.3. Nöronlar 

 
 

Nöronlar, tümörlerin oluşumuna ve büyümesine katkıda bulunduğu düşünülen 

astrositler gibi beyne özgü bir hücre tipidir. Nöronlar, nöral kök hücre büyümesini 

teşvik etmek için beyinde mitojenik sinyaller sağlar (Liu ve ark., 2011). Son çalışmalar 

nöron türevli nöroligin-3'ün (NLGN3) tümör intrinsik PI3K sinyali yoluyla tümör 

hücrelerinin proliferasyonunu arttırdığını göstermektedir. Ayrıca insanda GBM 

NLGN3 ifadesinin sağkalım ile ters ilişkili olduğu gösterilmiştir (Venkatesh ve ark., 

2015). 

 
 
 

1.15. TMZ (Temozolomid) 
 
 

TMZ, GBM tedavisi için standart kemoterapi olmasına rağmen TMZ yanıtı 

GBM’de değişkenlik gösterir (Stupp ve ark., 2005).  TMZ direnci olan GBM'de tümör 

ilerlemesini veya nüksünü önlemek zordur (Nakada ve ark. 2012; Van Meır ve ark., 

2010).  

 

 

TMZ (194 Da) ağırlığına sahip küçük bir lipofilik moleküldür ve imidazotetrazin 

sınıfı oral bir alkilleyici ajandır (Zhang ve ark., 2012). TMZ'nin sitotoksisitesinin, 

DNA'da O6-metilguanin (O6 MeG) oluşumundan kaynaklandığı düşünülmektedir. 

DNA replikasyonu sırasında timin ile yanlış eşleşme meydana gelir ve daha sonra 

DNA hasarına neden olur (Kanzawa ve ark., 2003). Temozolomid oral uygulamadan 

sonra hızla emilir sonrasında fizyolojik pH'da spontan hidrolize uğrayarak aktif 

metaboliti 5-(3-metil-triazeno)-imidazol-4-karboksamide dönüşür. 5-(3-

metiltriazeno)-imidazol-4-karboksamid, guaninin O6 pozisyonunun metilasyonu 
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yoluyla DNA hasarına neden olur. Bununla birlikte O6-metilguaninden farklı DNA 

eklentileri de metilleyici ajanlar tarafından indüklenen sitotoksisitede rol oynayabilir 

(Tentori ve ark., 1998). 

 

 

O6-metilguanin-DNA metiltransferaz proteini, en çok çalışılan DNA onarım 

aktivitelerinden biridir (Mitra ve ark., 2007; Tubbs ve ark., 2007). İlk olarak 1977'de 

bakterilerde keşfedilen aktivite kısa bir süre sonra kemirgen ve insan hücrelerinde 

tanımlanmıştır (Samson ve ark., 1997; Mitra ve ark., 2007). O6-metilguanin DNA 

metiltransferaz ifadesi çoğu gliomada korunur (Preuss ve ark., 1995, 1996; Silber ve 

ark., 1999). 

 

 

 

Şekil 1.24. Temozolomid Mekanizması (Singh ve ark., 2019) 

 

DNA alkilleyici ilaç TMZ, yüksek dereceli GBM'ye karşı terapötik aktiviteye 

sahip tek ilaçtır ve radyoterapi ile birlikte bu tümörlerin standart tedavisinin bir parçası 

haline gelmiştir (Stupp ve ark.,2005). TMZ ağızdan alındığında %100 biyoyararlıdır 

ve küçük boyutu ve lipofilik özellikleri nedeniyle kan-beyin bariyerini geçebilir 

(Danson ve ark., 2001). Kanser hücrelerinde TMZ, G2/M'de hücre döngüsü durmasını 

indükler, bunu apoptoz indüksiyonu takip eder. DNA düzeyinde TMZ, guanin 

üzerindeki N7 ve O6'ya ve adenin üzerindeki O3 bölgelerine farklı DNA onarım 

yollarını tetikleyen metil grupları ekler. Bununla birlikte DNA'daki guaninin O6 
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pozisyonundaki metilasyonun kapsamı, TMZ'nin toksisitesinin yanı sıra terapötik 

aktivite ile de ilişkilidir (Talhaoui ve ark., 2017). Guanin metilasyonunun 

sonuçlarından biri sitozin yerine timin ile anormal bir eşleşmedir bu da verimli baz 

değişim onarımı ve DNA yanlış eşleşme onarımının yokluğunda mutasyonlara yol 

açar (Talhaoui ve ark., 2017). O6-metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT), 

guaninin O6 pozisyonunu demetile eden ve böylece TMZ etkisine karşı koyan bir 

DNA onarım enzimidir. Yaklaşık %50 GBM hastası, çoklu TMZ uygulamasından 

yarar görür ve bu etkinlik promotör üzerinde DNA metilasyonu ile MGMT'nin 

susturulması ile ilişkilidir (Karayalan ve ark., 2010). MGMT promotörünün folat gibi 

küçük metil grupları tarafından metilasyonunun ifadesini susturduğu ve sonuç olarak 

MGMT ifade eden GBM'de TMZ etkinliğini arttırdığı gösterilmiştir (Cartron ve ark., 

2012; Esteller ve ark., 2000; Hervouet ve ark., 2009).  MGMT ifadesi, TMZ tedavisi 

üzerine MGMT negatif tümörlerde indüklenebilir (Christmann ve ark., 2010). Bu 

nedenle MGMT biyokimyasal rolünden beklendiği gibi GBM'deki TMZ direncinin 

ana modülatörü gibi görünmektedir. TMZ direncinde rol oynayan bir diğer önemli 

faktör de p53'tür ancak işlevi net olarak belirlenmemiştir. GBM'deki p53 

mutasyonlarının çoğu işlev kazancıdır (Zhang ve ark., 2018). İşlevsel olmayan p53'e 

sahip GBM hücre hatları, TMZ'ye önemli ölçüde daha duyarlıyken, p53'ün küçük 

moleküllü aktivatörlerinin in vivo olarak GBM ksenograftlarında TMZ etkilerini etkin 

bir şekilde arttırdığı gösterilmiştir (Belter ve ark., 2020; Dinca ve ark., 2008). p53 

yaban tip hücrelerde TMZ, Ser15 ve Ser46'da p53'ün fosforilasyonunu 

desteklemektedir. Bu iki post-translasyon modifikasyon hayatta kalma ve ölümde zıt 

işlevlere sahip olduğundan bunların TMZ direncindeki rolü belirsizdir. Sonuç olarak 

p53'ün TMZ'nin üzerindeki etkisi translasyonal modifikasyon sonrası oranı ile ilgili 

olabilir (He ve ark., 2019). 
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Şekil 1.25. Temozolomid Direncinde Rol Oynayan Ana Mekanizmalar (Oliver ve ark., 2020) 

 
 
 

1.15.1. MGMT (Metil Guanin Metil Transferaz) 
 
 

O⁶metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT), temozolomid gibi alkilleyici 

ajanlar tarafından indüklenen hasarın onarılmasında rol oynayan bir DNA onarım 

proteinidir. MGMT promotörünün (MGMTp) metilasyonu MGMT genini susturur ve 

tümör hücrelerinin bu tür hasarı onarma yeteneğini azaltır. MGMTp metilasyonu 

ayrıca hem anaplastik astrositomlar hem de glioblastomalar için uygun bir prognoz 

sağlar (Louis ve ark., 2016;  Wi,ck ve ark., 2009; Weller ve ark., 2012; Stupp ve ark., 

2005; Hegi ve ark., 2005; Gilbert ve ark., 2013). 

 

 

MGMT memeli ve insan hücrelerinde ekzojen ve endojen alkilatörler tarafından 

üretilen O6-alkilguanin eklentilerinin genotoksik etkilerini önler (Tubbs ve ark., 2007; 

Kaina ve ark., 2007; Pegg, 2000). MGMT aktivitesi normal dokular arasında büyük 

ölçüde değişir, beyinde genellikle düşük ifade seviyelerine sahiptir ve ayrıca bireyler 
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arasında büyük farklılıklar gösterir. Özellikle MGMT nakavt farelerin canlılığının 

kanıtladığı gibi MGMT memeli gelişimi için gerekli değildir (Gerson, 2004). Bununla 

birlikte nakavt hayvanlar terapötik alkilatörler dahil olmak üzere alkilleyici ajanların 

zararlı etkilerine karşı yüksek hassasiyet gösterirler. Bu bulgular nöro onkoloji ile 

ilgilidir ve MGMT'nin memeli hücrelerinde in vivo olarak O6-alkilguanin kaynaklı 

sitotoksisiteye direnci desteklediğini gösterir (Kaina ve ark., 2010; Hansen ve ark., 

2007). 

 

 

MGMT guaninin O6 pozisyonundan bir metil grubunu çıkararak TMZ kaynaklı 

DNA hasarını ortadan kaldırabilmekte ya da TMZ direnci meydana getirebilmektedir 

(Jiang ve ark., 2012). MGMT seviyesi CpG adalarındaki sitozin fosfat guanin (CpG) 

metilasyonunun yoğunluğu ile ters orantılı olduğundan MGMT promotörünün azalmış 

metilasyonu TMZ kemoterapisinden sonra sağkalımı artırır (Van Nifterik ve ark., 

2010).  

 

 

TMZ ile tedavi edilen GBM hastalarında MGMT promotör metilasyonunun 

(MGMT inaktif veya susturulmuş) aktif MGMT'li hastalarla karşılaştırıldığında 

önemli ölçüde iyileştirilmiş genel sağkalım ve progresyonsuz sağkalım (PFS) ile 

ilişkili olduğunu göstermiştir. Bu nedenle MGMT metilasyon durumu bu tedaviler için 

öngörücü bir belirteç olarak kullanılabilir. 

 

 

MGMT metilasyonu olan tümörlerin TMZ ile tedaviden sonra nüks üzerine 

azalmış bir metilasyon oranına sahip olduğu gözlemlenmiştir. Bu MGMT promotör 

metilasyonundaki azalmanın TMZ'ye terapötik direnç elde etmek için bir mekanizma 

olduğunu düşündürmektedir (Park ve ark., 2012). MGMT metilasyonunda değişikliğe 

yol açan mekanizmaların daha derinden anlaşılması ve bunların TMZ direncine katkısı 

kapsamlı GBM tedavisi için temel oluşturmaktadır. Klinik çalışmalardan elde edilen 

yeni ortaya çıkan kanıtlar lomustin ve TMZ'nin bir kombinasyon tedavisinin MGMT 

metilasyonu olan hastalar için birinci basamak tedavi olarak kullanıldığında genel 



61 
 

sağkalımı iyileştirebileceğini ve GBM tedavisinin başlarında DNA onarım enzimlerini 

hedeflemenin ve karakterize etmenin klinik önemini daha da ortaya koyduğunu 

göstermektedir (Herrlinger ve ark., 2019). 

 

 

TMZ ile tedavi edilen hastaların en az %50'si O6-metilguanin metiltransferazın 

(MGMT) aşırı ifadesinden ve/veya farklı kemo-dirençle ilişkili moleküler yolakların 

aktivasyonu nedeni ile TMZ'e yanıt vermemektedir.  

 

 

 

Şekil 1.26. TMZ kaynaklı O6-metilguanin Lezyonlarının İşlenmesi (Fu ve ark., 2012) 

 

TMZ, DNA'nın alkilasyonuna neden olmakta dolayısıyla DNA hasarı ile birlikte 

tümör hücresi ölümüne yol açmaktadır (Messaoudi ve ark., 2015). TMZ'nin 

sitotoksisitesinin birincil neden olduğu kaynağın PI3K/Akt/mTOR yolunun 

aktivasyonuyla ilaç direncinin gelişmesine yol açtığı ve bu durumun ilacın terapötik 

etkisini azalttığı düşünülmektedir (Stupp ve ark., 2005). Aktive edilmiş bir PI3K /Akt 
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/mTOR yolu olan GBM hastaları onkojenik aktivasyonu olmayan hastalardan daha 

kötü prognoza sahiptir (Chakravarti ve ark., 2004). Bu yol büyüme faktörleri ve diğer 

hücre dışı uyaranlar tarafından aktive edilir ve EGFR gibi birkaç reseptör tirozin kinaz 

dahil olmak üzere hücre metabolizması, büyüme ve hayatta kalma gibi birçok biyolojik 

süreci düzenler. Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen Akt, her ikisi de fosfatidil-

3,4,5 trisfosfat (PIP3) ile hücre zarına alındığında fosfoinositide bağımlı protein kinaz 

1 (PDK1) tarafından fosforile edilen sitoplazmik bir Ser/Thr kinazdır. PIP3 

fosfatidilinositol-3,4-bifosfattan (PIP2) fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) ve geri fosfataz 

ve tensin homolog (PTEN) ile dönüştürülür (Sami ve ark., 2013). 

 

 

TMZ direnç mekanizmasının açıklığa kavuşturulması ilaç etkinliğini arttırmak 

için esastır ve önemli bir temel oluşturabilir. Bu nedenle GBM’de maligniteyi 

yönlendiren moleküler yolların daha iyi anlaşılmasına ve spesifik olarak tümör 

hücrelerini ve tümör mikroçevresini hedefleyen çeşitli ajanların geliştirilmesine acil 

ihtiyaç duyulmaktadır. 

 
 
 

1.15.2. Alkilleyici Ajan ve MGMT (Metil Guanin Metil Transferaz) 

Promotör Metilasyonu 

 
 

GBM'nin standart tedavisinde kullanılan Temozolomid DNA'yı birden fazla 

bölgede alkilleyerek tümör hücresi ölümünü indükleyen bir alkilleyici ajandır. O6-

metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT) tarafından kodlanan ve kendisini 

tüketerek bu alkilasyon işlemini tersine çevirebilen bir tür tamir proteini olarak işlev 

görür (Hegi ve ark., 2005; Brigliadori ve ark., 2016). Bu nedenle MGMT promotör 

metilasyonu güçlü bir prognostik biyobelirteçtir ve en azından teorik olarak 

radyoterapiyle birlikte TMZ ile tedavi edilen hastalara fayda sağlar (Hegi ve ark., 

2005; Esteller ve ark., 1999). Çalışmalar ameliyat sonrası TMZ kemoterapisinin 6 ay 

içinde başlatılmasının daha iyi olduğunu göstermiştir (Sun ve ark., 2015; Balana ve 

ark., 2020). TMZ'nin radyoterapi ile kombine etkisi hastalar arasında farklılık 

gösterdiğinden MGMT promotörünün durumunun değerlendirilmesi önemli kabul 

edilmiştir. MGMT promotörünü ölçmenin en iyi tanı yöntemi olduğu konusunda 
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uluslararası fikir birliği diye bir şey yoktur. GBM'li hastalarda MGMT metilasyon 

düzeyini değerlendirmek için çeşitli gelişmeler olmuştur (McAleenan ve ark., 2021; 

Mansouri ve ark., 2019; Raghavan ve ark., 2020; Tzadiris ve ark., 2021). MGMT 

promotörünün metilasyon seviyesi ile karşılık gelen proteinin seviyesi arasında 

herhangi bir öngörücü ilişki yoktur. Klinik deneyler TMZ'nin yüksek MGMT ifadesi 

ile GBM'nin tekrarlamasına yol açabileceğini göstermiştir (Brandner ve ark., 2015).  

TMZ'ye direncin MGMT gen füzyonu veya yeniden düzenleme mutasyonu ile ilişkili 

olduğu bilinmektedir (Oldrini ve ark., 2020). 

 

 

 

Şekil 1.27. Temozolomidin etki mekanizması. (M. Esteller ve ark., 2000; M.E. Hegi ve ark., 2004; A.W. Tolcher 

ve ark., 2003) 

 
 
 

1.16. CSC (Kanser Kök Hücreleri) 

 
 

1.16.1. CSC'lerin (Kanser Kök Hücrelerin) Genel Özelliği 

 
 

Biriken kanıtlar kanser hücrelerinin dirençli fenotipine doğru ilerlemesinin ve 

tümör mikroçevresindeki dinamik değişikliklerin, radyoterapiye genel adaptif tümör 
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yanıtı ile ilişkili olduğunu göstermektedir. Klinik ve laboratuvar verileri, tümörlerin, 

tümör mikroçevresinde ve radyo dirençte ayrılmaz bir rol oynayan kanser kök 

hücreleri (CSC'ler veya kök benzeri kanser hücreleri olarak adlandırılan, tümör 

başlatan hücreler) içerdiğini göstermektedir. Kanser kök hücrelerinin varlığından uzun 

süredir şüphelenilmektedir ve bu, yakın zamanda tümör hücrelerinin yalnızca küçük 

bir bölümünün koloniler veya yeni tümörler oluşturabildiğini gösteren kanıtlarla 

desteklenmektedir (Bonnet ve Dick 1997; Al-Hajj ve ark. 2003). IL-1a, IL-6 ve IL-8 

gibi metastaz için gerekli olan pro-invaziv genlerin ifadelerinin arttığı gösterilmiştir 

(Sheridan ve ark., 2006). CSC'lerin radyo-direnç ve kemo-direnç sergilediği 

görülmektedir. Genotoksik stres koşullarına (IR ve kemoterapi gibi) maruz kalan 

tümör hücreleri, proliferasyon yollarını aktive eder ve tümör radyo-direnci ile 

sonuçlanan pro-apoptotik yolları inhibe eder. Bu CSC yolaklarında yer alan moleküller 

tümör radyo-duyarlılığını artırmak için potansiyel hedeflerdir. 

 

 

CSC'ler başlangıçta in vivo tümörleri başlatabilen CD133 için pozitif hücrelerin 

bir alt popülasyonunu tanımlayan Singh ve arkadaşları tarafından rapor edilmiştir. Bu 

nedenle “tümör başlatıcı hücreler” olarak adlandırıldılar (Singh ve ark., 2004). 

GBM'ler gibi katı tümörler, iki farklı teori ile açıklanan yüksek derecede heterojen 

yapı ile karakterize edilir. Birinci teori olan stokastik modele göre, tümör hücreleri 

aynı genetik mutasyonları (homojen) paylaşır ve heterojenlik hem içsel hem de dışsal 

faktörlerin sonucudur. İkinci teori olan hiyerarşi modeline göre, hücreler farklılaşma 

aşaması açısından farklıdır ve sadece küçük bir alt küme olan CSC'ler tümör 

büyümesini ve ilerlemesini başlatabilir (Catolana ve ark., 2011). Bu alt popülasyon 

giderek artan bir şekilde tümör başlangıcı ve nüksünün yanı sıra terapötik direncin 

nedeni olarak kabul edilmektedir. CSC'leri çalışırken karşılaşılan zorluk, büyük ölçüde 

onları tam olarak tanımlayamamaktır (Abbaszadegan ve ark., 2017). CD133 klasik 

olarak bu hücre alt grubu ile ilişkilendirilse de, normal nöral kök hücrelerde de ifade 

edilir. Bu nedenle GBM kök hücreleri söz konusu olduğunda bu biyobelirtecin 

uygunluğu hala bir tartışma konusudur. Gerçekten de, CD133neg hücrelerinin sıçan 

beyinlerine implante edildiğinde tümörleri indükleyebildiği gösterilmiştir (Wang ve 

ark., 2008). Sonuç olarak bu alt popülasyonu tanımlamak için ek belirteçlere ihtiyaç 
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olduğu kabul edilmektedir. Bu işaretleyiciler arasında CD44 ve ABC taşıyıcıları 

muhtemelen en güvenilir olanlardır. Sox2, Oct4, Bmi1 ve Nanog gibi transkripsiyon 

faktörlerinin de CSC'lerinin özelliklerine katkıda bulunduğu bilinmektedir (Yi ve ark., 

2016). 

 

 

Tümör oluşumu metastaz ve terapötik relapslardaki anahtar rolleri nedeniyle 

CSC'ler, özellikle GBM için ana biyolojik ve terapötik hedefler olarak görünmektedir 

(Boman ve ark., 2008; Islam ve ark., 2015; Lathia ve ark., 2015; Gilbert ve ark., 2009). 

Bu hücresel durum CSC'lerin saflaştırılmasına ve karakterizasyonuna izin veren 

yöntemlerin keşfini, geliştirilmesini ortaya çıkarır (Boman ve ark., 2008; Islam ve ark., 

2015; Lathia ve ark., 2015; Gilbert ve ark., 2009). Bununla birlikte tümör hücre 

popülasyonunun heterojenliği, CSC'lerin tümör kütlesi içindeki nadirliği (kanser 

türüne bağlı olarak %1-5), özelliklerini doğru bir şekilde tanımlamadaki zorluk ve 

karakterizasyon yöntemlerinin dayandığı kriterler büyük zorluklar oluşturmaya devam 

etmektedir (Islam ve ark., 2015; Lathia ve ark., 2015; Diogo ve ark., 2012; Tirino ve 

ark., 2013). 

 

 

Bir kök hücre fenotipine sahip kanser hücrelerinin varlığının ilk göstergesi, 

farklılaşmamış hücrelerin tercihen tümörijenik olmayan farklılaşmış hücrelere yol 

açtığını gösteren teratomların çalışmasından geldiği bilinmektedir [16]. CSC hipotezi 

bu veriler doğrultusunda önerilmiş ve tümörlerin malign kök hücreler ve onların iyi 

huylu benzerlerinin bir arada bulunduğu populasyonu içerdiği öne sürülmüştür. 

 

 

CSC'ler bir hayvan konakçıya nakledildiğinde kendi kendini yenileme, 

farklılaşma ve tümörijenite yeteneklerine sahip küçük bir tümör hücresi alt 

popülasyonunu temsil eder (Yu ve ark., 2012).  
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CSC'ler ilk olarak akut miyeloid lösemide bulunmuştur (Bonnet D. ve ark., 

1997). Sonrasında melanom, osteosarkom, lösemi, meme, kolorektal, beyin, prostat, 

pankreas, yumurtalık, karaciğer ve akciğer dahil olmak üzere çok çeşitli tümör 

tiplerinde tanımlandı (Visvader ve ark., 2012). 

 

 

Bir tümör, süresiz olarak kapasite kazanmış bir tümörijenik kanser hücresi 

tarafından başlatılan anormal bir organ olarak görülebilir (Weissman ve ark., 2000; 

Morrison ve ark., 1997). Birçok gözlem normal kök hücreler ve tümörijenik hücreler 

arasındaki analojilerin uygun olabileceğini düşündürmektedir. Hem normal kök 

hücreler hem de tümörijenik hücreler, geniş proliferatif potansiyele ve yeni (normal 

veya anormal) dokulara yol açma kabiliyetine sahiptir. Hem tümörler hem de normal 

dokular, farklı fenotipik özelliklere ve farklı proliferatif potansiyellere sahip heterojen 

hücre kombinasyonlarından oluşur (Fidler ve ark., 1977; Fidler ve ark., 1982; Heppner 

ve ark., 1984; Nowell ve ark., 1986). Çoğu tümör klonal orijinli olduğundan 

tümörijenik kanser hücreleri sınırsız çoğalma potansiyeline sahip kanser hücrelerinin 

yanı sıra sınırlı veya hiç çoğalma potansiyeli olmayan kanser hücreleri de dahil olmak 

üzere fenotipik olarak çeşitli soylara yol açmaktadır. Bu durum tümörijenik kanser 

hücrelerinin, normal kök hücrelerin kendi kendini yenilemesine ve farklılaşmasına 

benzer süreçlerden geçtiğini göstermektedir (Feoran ve ark., 1987). 

 

 

Tüm genom dizilemesindeki ilerlemeler malign tümörlerin dikkate değer genetik 

karmaşıklığını farklı genotip ve fenotiplere sahip hücre alt popülasyonlarının varlığını 

ortaya çıkarmıştır (Fısher R, ve ark., 2013). Tümör içindeki kanser hücrelerinin farklı 

genotipleri, hücrelere farklı biyolojik özellikler ve fenotipler kazandırarak tümör içi 

ve tümörler arası heterojenite için ortam sağlar (Presetyanti ve ark., 2017). CSC modeli 

kanser hücreleri arasındaki bu fenotipik ve fonksiyonel heterojenliği açıklar 

(Shackleton ve ark., 2009; Clevers ve ark., 2011; Meacham ve ark., 2013; Reya ve 

ark., 2001).  
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CSC'lerin ya yetişkin dokuda yerleşik kök hücrelerden ya da farklılaşma 

süreciyle pluripotent bir duruma yeniden programlanmış farklılaşmış hücrelerden 

kaynaklandığı öne sürülmüştür (Walcher ve ark., 2020). CSC hipotezi, birçok 

heterojenik kanserin, tümörü oluşturan hücrelerin farklılaşma kapasitesine dayalı 

olarak hiyerarşik bir biçimde organize edildiğini öne sürer (Cole ve ark., 2020). Bu 

hiyerarşik düzenin sağlıklı kök hücreler tarafından kurulan normal doku hiyerarşisini 

özetlediği öne sürülmüştür. Böylece CSC'ler tümör içinde mevcut olan bir dizi farklı 

hücre tipini oluşturarak hücresel heterojenlik gösterir (Clevers ve ark., 2011). Bununla 

birlikte yerleşik hiyerarşi kalıcı değildir ve belirli koşullar altında terminal olarak 

farklılaşmış hücreler farklılaştıkça ve CSC özelliklerini yeniden kazandıkça tersine 

çevrilebilir (Medema ve ark., 2013; Meacham ver ark., 2013). 

 

 

CSC'lerin tümör mikroçevresinde (TME) değişikliklere neden olan kemo- ve 

radyoterapötiklere yanıt olarak fenotipik ve fonksiyonel görünümlerinde 

değişikliklerle sonuçlanan yüksek plastisite sergilediği gösterilmiştir (Walcher ve ark., 

2020). 

 

 

 

Şekil 1.28. Kanser kök hücresi ve TME arasındaki ilişki (Ayob ve ark., 2018) 
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CSC'ler onları diğer tümör hücrelerinden ayıran bir dizi benzersiz özelliğe 

sahiptir. CSC'lerin kanserin başlaması, ilerlemesi, metastaz, nüks ve ilaç direncinden 

sorumlu olduğuna inanılmaktadır (Visvader ve ark., 2008). Birçok tümör türünde, bazı 

CSC'ler metastazı yönlendiren spesifik genlerin ifadelereinin yukarı regülasyonu 

yoluyla epitelyal mezenkimal geçiş profilleri elde eder. CSC'lerin kendi kendini 

yenileme ve kanser hücrelerinin heterojen soylarına farklılaşma yetenekleri nedeniyle 

ilaç direncinden ve kanserin nüksetmesinden sorumlu olduğu ileri sürülmektedir (Phi 

ve ark., 2018). İlaç direnci CSC'lerin hareketsiz hale gelme, aldehit dehidrojenaz gibi 

enzimlerin ifadelerini yukarı regüle etme ve hücrelerden kemoterapötik eliminasyonu 

artıran düşük hücre içi ilaç konsantrasyonları ile sonuçlanan anti-apoptotik proteinlerin 

ve çoklu ilaç direnç pompalarının ifadelerini yukarı regüle etme yetenekleriyle 

ilişkilendirilmiştir (Cole ve ark., 2020). 

 

 

CSC'ler tümörün başlatılmasında ve sürdürülmesinde çok önemli bir rol oynar. 

CSC'ler tümördeki hücrelerin büyük kısmını oluşturan fenotipik olarak farklı ve 

kısmen farklılaşmış veya daha az tümörijenik olmayan kanser hücrelerine yol açan 

küçük bir alt popülasyondur. CSC'ler, mikroçevrenin kök hücre davranışlarını 

düzenlediği özel nişlerde bulunur. Nişler CSC'leri korumak için sinyaller yayan farklı 

kanserli olmayan hücre popülasyonlarından oluşur. CSC'nin önemli bir özelliği 

radyasyon tedavisinin yanı sıra kemoterapötik ajanlara karşı potansiyel dirençleri olup 

mevcut kanser tedavileri için ciddi bir zorluk oluşturmaktadır (Reya ve ark. 2001; 

Jordan ve ark. 2006).  CSC'nin kök olmayan kanser hücrelerinden daha fazla radyo-

dirençli olduğu gösterilmiştir. Bu nedenle tedavi başarısızlığından ve tümör 

nüksetmesinden sorumlu olduğuna inanılmaktadır (Baumann ve ark., 2008; Singh ve 

ark., 2004; Lathia ve ark., 2015). 
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Şekil 1.29. Kanser Kök Hücrelerinin Özellikleri (Atashzar ve ark., 2020) 

 
 
 

1.16.2. Klonal Evrim veya Stokastik Model   

 
 

Klonal evrim hipotezi çoğu kanserin tek bir değişmiş hücreden kaynaklandığı ve 

bir tümör içindeki her hücrenin eşit derecede hücreden oluştuğu fikrine dayanır. Hücre 

soyunun neoplastik bir "klon" olarak genişlemesi tümörün başlamasını ve ilerlemesini 

kolaylaştırır. Neoplastik hücreler, neoplastik olmayan hücrelere kıyasla genetik olarak 

kararsızdır. Orijinal klondaki genetik kararsızlık çoğu hayatta kalmayan yeni genetik 

varyantların ortaya çıkmasına neden olur. Bununla birlikte seçici büyüme avantajına 

sahip bu birkaç varyant tümör içinde baskın alt popülasyonlar haline gelmek üzere 

genişler ve zamanla tümörün ilerlemesine neden olur. Tümör içinde çoklu alt 

popülasyonların devam eden varlığı heterojenlik için ortam sağlar. Bu model belirli 

bir tümördeki hem genetik hem de epigenetik heterojenliği oluşturur ve bir tümör 

hücre populasyonunun giderek artmasına neden olur (Nowell ve ark., 1986; Stratton 

ve ark., 2009). Bu teori GBM'lerin birçok mutasyona sahip olduğunu ortaya koyan 

genom çapında çalışmalarla daha da desteklenmiştir ve bu, GBM içindeki alt klonal 

heterojenliğin ve klon içi genetik çeşitliliğin varlığını yansıtmaktadır (Brennan ve ark., 

2013; Patel ve ark., 2014). Kemo ve radyoterapi gibi tedavilere bazı tümör alt 

popülasyonları daha dirençli özellikler gösterdikleri ve koruyucu bir konum veya bu 
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faktörlerin bir kombinasyonunu kazandıkları için hayatta kalır. Bu dirençli alt 

popülasyonlar tümörün nüksetmesinden sorumludur. 

 
 
 

1.16.3. Kanser Kök Hücre (CSC) veya Hiyerarşik Model  

 
 

CSC hipotezi, hücre orijini ne olursa olsun birçok kanserin farelere 

transplantasyonu sonucunda kendini yenileme, çok yönlülük ve tümör başlatma gibi 

farklı özelliklere sahip CSC'lerden oluştuğu hiyerarşik organizasyonlar olduğunu öne 

sürmektedir. CSC'ler, mikroçevrenin kök hücre davranışlarını düzenlediği özel 

nişlerde bulunur. Nişler CSC'leri korumak için sinyaller yayan farklı kanserli olmayan 

hücre popülasyonlarından oluşur. CSC'ler geleneksel tedavilere dirençlidir ve 

tedaviden sonra tümör nüksetmesinden sorumlu oldukları düşünülmektedir (Singh ve 

ark., 2004; Lathia ve ark., 2015). 

 

 

GSC'ler (Glioma kök hücreler) katı tümörlerde tanımlanan ilk CSC'ler 

arasındadır (Sıngh ve ark., 2004). GSC'ler GBM heterojenliğine en büyük katkıda 

bulunan hücrelerden biridir; bu hücreler yüksek bir çoğalma hızı ve kendi kendini 

yenileme kapasitesine sahiptir (Escamilla ve ark., 2020). Aynı zamanda çeşitli hücre 

tiplerine farklılaşma yeteneği, arttırılmış invaziv kapasite, artan anjiyogenik kapasite 

sergiler (Auffinger ve ark., 2015; Boyd ve ark., 2021). GSC'ler genellikle CD133 

(Prominin 1), CD44, NANOG, SOX2, OCT4, POU sınıf 3 homeobox 2 (POU3F2), 

MYC proto-onkogen (c-Myc), Spalt Like TF 2 (SALL2) ve KAT8 gibi spesifik 

belirteçleri ifade eder (Ferreyra ve ark., 2016; Suva ve ark., 2014). GBM hücrelerinin 

GSC ve GSC dışı durumlar arasında karşılıklı dönüşüm yapabildikleri bildirilmiştir 

(Gimple ve ark., 2019). Ek olarak tek bir GBM tümörünün farklı GSC alt kümelerini 

içerdiği bulunmuştur (Jin ve ark., 2017). 
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Şekil 1.30. Kanserin Kökeni ve Modelleri (Sofi, Robi R., 2021) 

 

GBM ve diğer tümör tiplerinden yapılan çeşitli çalışmalar CSC'lerin insan 

glioblastoma biyopsilerinin perinekrotik bölgelerinde hipoksik tümör nişlerini 

zenginleştirildiğine dair kanıt sağlamıştır (Seidel, S ve ark., 2010). Hipoksi, kendini 

yenileme ve farklılaşmada rol oynayan genlerin aktivasyonu yoluyla kök hücre 

fenotipini teşvik eder ve tümör hücrelerini ve CSC'leri kemo ve radyoterapiden korur. 

Bu nedenle hipoksi, CD133, SOX2, OCT4, nestin ve KLF4 dahil olmak üzere çeşitli 

CSC belirteçlerinin ifadelerini oluşturmakta ve CSC’lerin nörosfer oluşturma 

yeteneğindeki artış tümörlerin kök hücre özelliklerini kazanmalarına neden olmaktadır 

(Seidel, S., ve ark., 2010; Soeda, A., ve ark., 2009; Bar, E., ve ark., 2010). 
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Şekil 1.31. Glioblastoma kaynaklı kök hücreler (Sameer Agnihotri ve ark., 2012) 

 
 
 

1.16.4. CSC (Kanser Kök Hücresi) ve Bağışıklık Sistemi Etkileşimi 

 
 

İmmün hücre infiltrasyonu pro-tümorijenik fonksiyonlara neden olduğu için 

birçok bağışıklık bileşeniyle katı tümörler arasında karmaşık ve çeşitli bir rol oynar 

(Thorsson ve ark., 2018). Farklı tümör tiplerinde farklı immün hücre profilleri 

baskındır ancak birçok etkileşim birkaç katı tümörde tutarlıdır. Örneğin M2-polarize 

tümörle ilişkili makrofajlar (TAM'ler), CSC popülasyonlarını kemokin sinyali ve 

Sonic hedgehog gibi kök hücre yollarının indüklenmesine neden olur (Jinushi ve 

diğerleri, 2011). TAM'ler çoklu kanser türlerinde EMT ve CSC özelliklerini de 

destekler (Fan ve ark., 2014; Li ve ark., 2018a). 
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Bağışıklık kaçışı, tümör başlangıcında kritik bir rol oynar. CSC'ler tümörijenezin 

temel itici güçlerini temsil ettiğinden genellikle immünosupresiftirler. CSC'ler, çeşitli 

mekanizmalar yoluyla bağışıklık hücreleri tarafından öldürülmekten kaçınır. Örneğin, 

CD133+ glioblastoma CSC'leri ve ABCB5+ melanom CSC'leri, T hücre saldırısından 

kaçmak için MHC sınıf I moleküllerini (insan HLA-A, HLA-B ve HLA-C) aşağı 

regüle eder (Di Tomaso ark., 2010, Schatton ve ark., 2010). Glioblastoma CSC'leri 

antijen sunma ve sunum yolları kapasitesini azaltmak için antijen işleme (TAP) ile 

ilişkili düşük moleküler ağırlıklı protein (LMP) ve taşıyıcının ifadelerini azaltır (Di 

Tomaso ve ark., 2010). CSC'lerde Toll benzeri reseptör 4'ün (TLR4) düşük ifadesi 

doğuştan gelen bağışıklık baskılamasından kaçınmalarına yardımcı olur (Alvarado ve 

ark., 2017). 

 

 

Yapılan çalışmalar CSC'lerin tümör mikroçevresindeki bağışıklık tepkisini 

yeniden şekillendirmedeki rolünü de desteklemektedir. CSC'ler anti-tümör immün 

tepkisini azaltan TGF-β ve IL4 gibi birçok immünosupresif molekül salgılar (Nappo 

ve ark., 2017). TGF-β, Foxp3'e bağımlı ve bağımsız yollar aracılığıyla düzenleyici T 

hücresi aktivasyonunu indüklerken aktif T hücrelerinin proliferasyonunu inhibe eder 

(Fantini ve ark., 2004; Oh ve ark., 2017; Thomas ve Massagué, 2005). TGF-β doğal 

öldürücü hücreleri inaktive eder ve pro-onkojenik M2 makrofaj polarizasyonunu 

destekler (Ganesh ve Massagué, 2018). Glioblastoma CSC'leri M2 makrofajları tümör 

mikroçevresine alarak periostin (POSTN) salgılamaktadır (Liu ve ark., 2014; Zhou ve 

ark., 2015). Son zamanlarda araştırmalar tümör hücresi oluşumuna, invazyonuna ve 

terapötik dirence doğrudan katkılarına ek olarak CSC'lerin tümör mikroçevresindeki 

immün gözetimi zayıflatarak dolaylı olarak tümör gelişimine katkıda bulunduğunu 

ortaya çıkarmaya başlamıştır. CSC'lerin kendileri esas olarak in vivo immün aracılı 

reddi önlemek için immünojenisitelerini değiştirerek bağışıklık sisteminden kaçma 

yeteneğine sahiptir. Çok çeşitli preklinik modeller CSC'leri tümör ilerlemesi ve terapi 

direnci ile ilişkilendirmiştir ve bu hücre popülasyonunun seçici ablasyonunun 

tümörijenik büyümeyi inhibe etmede etkili olduğunu göstermiştir (Qi ve ark., 2012). 

CSC'ler immünosupresif faktörlerin salgılanması veya ifade etmesi yoluyla tümör 

bağışıklığını engeller. Çalışmalar CSC'lerin majör histo-uyumluluk kompleksi I 
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(MHC I) ve inhibitör birlikte uyarıcı molekül B7 homolog 1 B7-H1 (programlanmış 

ölüm ligand 1, PD-L1 olarak da bilinir) ifadelerinde antijen sunan hücreleri kısmen 

taklit ettiğini göstermiştir fakat aktive edici yardımcı uyarıcı moleküller CD40, CD80 

ve CD86'dan yoksundur. Uygun ortak uyarıcı sinyaller olmadan efektör T hücreleri 

antijen sunumunu takiben anerjiye indüklenir, bu da onları etkinleştirilemez hale 

getirir. Parsa ve arkadaşları, tümör hücresi tarafından ifade edilen PD-L1'in, konakçı 

T hücreleri ile hücre-hücre temasını kolaylaştırdığını efektör T hücresi aktivasyonunu 

ve sitokin üretimini baskıladığını göstermiştir (Parsa ve ark., 2007).  Bu gözlemler 

CSC'lerin daha fazla TGFB salgıladığını gösteren sonuçları ortaya çıkarmıştır (Lottaz 

ve ark., 2010). Bu durum TGFb’nin MHC II ifadesinin antijen sunumunu 

zayıflatmasına ve ayrıca immün baskılayıcı Treg hücre popülasyonunun ortamda 

birikmesine bağlı olduğunu göstermektedir (Focaetti ve ark., 2005; Wei ve ark., 2010). 

Wei ve arkadaşları, galektin-3'ün GBM’de CSC salgılamasının naif ve aktive T 

hücrelerinde apoptotik hücre ölümünü tetiklediği bunun sonucunda da CSC 

popülasyonunun genişlemesini mümkün kılarak tümör içi efektörünü daha da azalttığı 

bir ileri besleme mekanizması sunmuştur ve bu durum intratümör efektör immün hücre 

popülasyonunu azaltmaktadır. 

 

 

GBM’de immün baskılayıcı sitokinlerin salgılanmasına ek olarak CSC'ler 

tümörlü hücreleri bir araya getirme yeteneğine sahiptir. Örneğin, TAM'lerin glioma 

mikroçevresine aktarılmasında CSC'leri aracılık eder. Wu ve arkadaşları, koloni 

uyarıcı faktör-1 (CSF-1), C-C motif ligand 2 (CCL2) ve makrofaj inhibitör sitokin 1 

(MIC-1), CSC'de zenginleştirilmiş faktörlere maruz kaldıktan sonra in vitro makrofaj 

göçünün önemli ölçüde arttığını göstermiştir. Bu durum, CSF-1- ve CCL2 aracılı 

alımın, monosit havuzunun immün baskılayıcı M2 fenotipine doğru polarizasyonuyla 

sonuçlandığını göstermiştir (Wu ve ark., 2010).  Benzer bir çalışma CSC'lerin periostin 

sekresyonu yoluyla tümör mikroçevresine TAM alımına aracılık ettiğini ortaya 

koymuştur. Periostin ifade seviyeleri TAM yoğunluğu ile doğru orantılıyken GBM 

hasta sağkalımı ile ters orantılıdır. CSC'lerde periostinin bozulması, tümör 

mikroçevresindeki M2- TAM'lerin sıklığını azaltmıştır ve tümör destekleyici 
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özellikleri ortadan kalkmıştır, tümör büyümesi inhibe edilmiştir. Bu durum GBM’de 

CSC'den türetilen ksenograftlarla farelerde sağkalımı artırmıştır. 

 

 

 

Şekil 1.32. Bağışıklık hücreleri ile kanser kök hücre (CSC) etkileşimi. (Silver ve ark., 2015) 

 
 
 

1.17. CD24  
 
 

Farklılaşma kümesi (CD)24, bir glikosil-fosfatidil-inositol (GPI)-bağlı 

glikoproteindir. Küçük bir protein çekirdeğine sahip ancak geniş N-bağlı ve O-bağlı 

glikosilasyona sahip bir zar proteinidir. CD24, bağışıklık sisteminin birçok hücresi 

tarafından aynı zamanda insan kanserlerinde sıklıkla aşırı ifadeleri söz konusudur 

(Kristiansen ve ark., 2004; Lim ve ark., 2005). İlk tanımından bu yana CD24'ün önemi 

farklı alanlarda gösterilmiştir. İmmünolojide CD24 öncelikle T lenfosit tepkileri için 

bir kostimülatör molekül ve otoimmünitenin bir düzenleyicisidir (Fang ve ark., 2010). 

Kanserde CD24 hücre göçünü, istilasını ve proliferasyonunu düzenler ve daha kötü 

prognozun biyobelirtecidir. Kanser kök hücreleri (CSC'ler) için varsayılan bir 

belirteçtir (Kristiansen ve ark., 2004; Lim ve ark., 2005; Sagiv ve ark., 2008; Lee ve 

ark., 2009; All- Hajj ve ark., 2003). Bu kadar küçük bir GPI bağlantılı hücre yüzeyi 

molekülünün biyolojide bu kadar önemli rollere sahip olması şaşırtıcıdır. Bağışıklık 

sisteminde CD24 hücre proliferasyonu ve klonal genişlemenin düzenlenmesinde 

önemlidir (Fang ve ark., 2010). Yakın zamanda tümör hücreleri üzerindeki CD24'ün 
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bağışıklık sistemi üzerinde fren görevi görebileceği bildirilmiştir. Barkal ve 

arkadaşları, bağışıklık sistemi ve tümör hücrelerinin interfazında CD24'ün yeni rolüne 

dikkat çekmiştir.  

 

 

Yeni fagositoz inhibitörlerinden CD24'ün yumurtalık kanseri (OvCa) veya üçlü 

negatif meme kanserleri (TNBC) üzerindeki “beni yeme” sinyali olarak adlandırılan 

bir antifagositik yüzey proteini gibi davrandığını göstermiştir. İnsanlarda CD24 B 

lenfositleri, monositleri, granülositleri ve lenfoid tümör hücre dizileri üzerinde ifade 

edilir. CD24 biyolojisinin anlaşılmasının ilişkili glikanlar hakkında bilgi sahibi 

olunması gerekliliğini göstermektedir. Diğer membran proteinleri gibi CD24'ün 

glikosilasyonu, glikosiltransferazların hücresel repertuarına bağlı olarak hücre tipine 

özgüdür (Alterman ve ark., 1990). CD24'ün ifadesi plazma zarında, sitoplazmada, ve 

hatta çekirdekte tanımlanmıştır (Kwon ve ark., 2015; Majores ve ark., 2015; Choi ve 

ark., 2005; Weichert ve ark., 2005; Ahmed ve ark., 2009).  GPI bağlantılı molekül olan 

CD24 normal hücrelerde öncelikle plazma zarında lokalizedir. 

 

 

 

Şekil 1.33. İnsan Hücrelerinde CD24 İfadesi (Tan ve ark., 2016) 

 

CD24 çeşitli hematopoietik hücrelerde ve hematopoietik olmayan hücrelerde 

yaygın olarak ifade edilir (Fang ve ark., 2010). CD24'ün progenitör hücrelerde veya 
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metabolik olarak aktif hücrelerde daha yüksek seviyelerde ifade edildiğini ancak 

terminal olarak farklılaşmış hücrelerde daha düşük seviyelerde ifade edildiğini öne 

sürer (Fang ve ark., 2010). CD24 meme kanseri, pankreas kanseri, ve glioma gibi 

çeşitli kanserlerde ve kanser kök hücrelerinde önemli ölçüde yüksek ifade seviyeleri 

göstermiştir. CD24’ün aşırı ifadesi kanserin patolojik derecesi veya prognozu ile 

pozitif olarak ilişkilidir (Kristiansen ve ark., 2004; Rostoker ve ark., 2015; Rao ve ark., 

2015). CD24; SRC, FAK, STAT3 gibi sinyal moleküllerini aktive ederek kanser 

hücresinin proliferasyonuna, metastazına neden olur ve böylece tümörün ilerlemesine 

aracılık eder. CD24 aşağı regulasyon aracılığıyla Src kinazların aktivasyonuna yol 

açmaktadır. Aktive edilmiş olan Src ise STAT3 ve FAK’ı fosforile etmektedir. CD24 

fagositik hücrelerin yüzeyinde Siglec 10 ile etkileşime girerek kanser hücrelerini 

fagositozdan korur (Altevogt ve ark., 2020). Aktive edilmiş STAT3, NANOG 

ifadesini indükler. Ayrıca CD24, Akt ve ERK aktivasyonu yoluyla kanser gelişimini 

indükleyen EGFR sinyal yolunu aktive eder (Eyvazi ve ark., 2018). 

 

 

 

Şekil 1.34. CD24’nin Akt ve ERK aktivasyonu yoluyla kanser gelişimini indükleyen EGFR sinyal yolunu aktive 

etmesi (Eyvazi ve ark., 2018) 
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Literatürde kanser kök hücre belirteçlerini ifade etmeyen kanser hücre hatlarında 

bu belirteçler aşırı ifade edildiğinde bu hücrelerin kanser kök hücre fenotipi 

gösterdikleri bulunmuştur. Örneğin, yumurtalık kanseri üzerine yapılan bir çalışmada 

CD24 ifadesi düşük olan Caov-3 hücrelerine CD24 transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir. 

CD24 ifade etmeyen Caov-3 hücreleri ile ifade eden hücreler karşılaştırıldığında, 

CD24 ifade eden Caov-3 hücre serisinde hücre çoğalmasında, koloni oluşturmada ve 

invazyonda bir artış gözlemlenmiştir (Nakomura ve ark., 2017). 

 

 

 

Şekil 1.35. CD24 Glikoproteini (Eyvazi ve ark., 2018) 

 
 
 

1.18. Siglecler (Sialik Asit Bağlayıcı Ig Benzeri Lektin) 

 
 

Siglecs, hücre dışı bir yapısal alan, bir transmembran yapısal alan ve bir hücre 

içi yapısal alandan oluşan tip I immünoglobulin benzeri transmembran proteinlerdir. 

Hücre içi alan kısa bir lizin içeren kuyruk ve bir N-terminal bağlayıcı Ig alanından ve 

değişken sayıda C2-tipi yapısal alanlardan oluşan hücre dışı bir yapısal alana 
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bölünmüştür (Duan ve ark., 2020). Siglec üyeleri, immünoreseptör tirozin bazlı 

aktivasyon motifi (ITAM) ve immünoreseptör tirozin bazlı inhibisyon motifi (ITIM) 

dahil olmak üzere her molekül içindeki spesifik motiflere bağlı olarak aktive edici veya 

inhibe edici etkiler gösterebilir (Flores ve ark., 2019). İnhibitör Siglecs, Siglec-3, 

Siglec-5, Siglec-7, Siglec-9 ve Siglec-10'u içerir ve bunların hücre içi bölgeleri, tirozin 

fosfatazları (SH2 alanı içeren) alarak inhibitör sinyalleri ileten ITIM ve ITIM benzeri 

alanları içerir (Crocker ve ark., 2007; Rosenstock ve ark., 2021). Siglecs ITAM alanını 

taşıyan DAP12 ile etkileşime girebilen transmembran bölgesindeki pozitif yüklü 

kalıntıya bağlı olarak aktive edilmiş hücre içi sinyaller üretme yeteneklerine göre de 

sınıflandırılabilir. İnsan Siglec-4, Siglec-14, Siglec-15, Siglec-16 ve fare Siglec-H bu 

sınıflandırmaya aittir (Crocker ve ark., 2007; Macauley ve ark., 2014). Siglecs, 

balıklar, amfibiler, kuşlar, sürüngenler ve memeliler gibi farklı omurgalı türlerinde 

ifade edilir. Dizi koruma derecesine göre klasik korunmuş Siglec'ler ve CD33 ile 

ilişkili Siglec'ler olarak da sınıflandırılabilirler. 400 milyon yıl önce eski omurgalılarda 

var olan evrimsel olarak korunmuş Siglec'ler arasında Siglec-1 (CD169), Siglec-2 

(CD22), Siglec-4 ve Siglec-15 bulunur. Bununla birlikte CD33 ile ilişkili Siglec 

genleri, memeli evrimi sırasında gen duplikasyonu, ekson kaybı ve gen dönüşümü gibi 

çoklu işlemler nedeniyle hızla gelişmiştir ve CD33 ile ilgili önemli farklılıklara neden 

olmuştur.  

 

 

 

Şekil 1.36. İnsan Siglec Ailesi Reseptörleri (Siddiqui ve ark., 2019) 
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Çoğu Siglec sitoplazmik alanlarında hücre sinyalleşmesinin düzenlenmesine 

katılan düzenleyici motiflere sahiptir (Macauley ve ark., 2014; Varki ve ark., 2015; 

Bochner ve ark., 2016; Pillai ve ark., 2012). Siglecs, tüm memeli hücrelerinde 

bulunduğundan bağışıklık hücrelerinin kendinden ve kendinden olmayanı ayırt 

etmesine yardımcı olabilir ve istenmeyen bağışıklık tepkilerini önlemek için bağışıklık 

kontrol noktaları olarak görev alır (Macauley ve ark., 2014; Varki ve ark., 2015; 

Lubbers ve ark., 2018). Siglecs'in bağışıklık hücresi fonksiyonlarındaki çeşitli rolleri 

aydınlatılmaya başlanırken çoğu bağışıklık hücresinde ifade edilmeleri onları hem 

yararlı hem de zararlı olan çeşitli hücresel bağışıklık tepkilerinde görev alan bir rol 

üstlendirmiştir. Ayrıca hücre sinyalleşmesini düzenleyen koreseptörler olarak çeşitli 

hastalıklarda terapötik fayda için immün hücre yanıtlarını artırma veya susturma 

stratejilerinin geliştirilmesi için hedef olarak daha fazla tanınmalarına neden olmuştur 

(Macauley ve ark., 2014; Pillai ve ark., 2012; Lubbers ve ark., 2018; Daly ve ark., 

2019; Fraschilla ve ark., 2017; Bull ve ark., 2016; Li ve ark., 2018). 

 

 

Siglec'lerin işlevleri ifade edildikleri çeşitli hücre tiplerine, taşıdıkları 

inhibitör/uyarıcı motiflere ve TME'deki tümör hücreleri ile stromal hücreler arasındaki 

etkileşimlerde yer alan bağlandıkları spesifik ligandlara göre belirlenir. Geleneksel 

olarak Siglec ailesinin çoğu üyesi makrofajlar, miyeloid hücreler, B hücreleri ve hatta 

T hücreleri gibi başlıca immün hücre tiplerinde ifade edilir (Bull ve ark., 2014). 

 

  

 

Şekil 1.37. Tümör Oluşumu Üzerine Siglec-Sialoglikan Değişikliği (Van Houtum ve ark., 2021) 
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Sialik asit (Sia), nöraminik asit türevleri olan dokuz karbon monosakarit ailesi 

için genel bir terimdir. Sia omurgalıların hücre yüzeyinde ifade edilen glikolipidlerin 

ve glikoproteinlerin şeker zincirlerini sonlandıran tipik kalıntıdır (Angata ve ark., 

2002; Varki ve ark., 2017). Omurgalılarda N-asetilnöraminik asit (Neu5Ac), N-

glikolilnöraminik asit (Neu5Gc) ve deaminonöraminik asit (Kdn) olmak üzere üç ana 

Sias türü vardır. Çoğu memeli Neu5Ac ve Neu5Gc üretirken insanların Neu5Gc 

üretme kapasitesi söz konusu değildir (Varki ve ark., 2017). Sias metilasyon, 

sülfatlama, laktilasyon, asetilasyon ve laktonizasyon gibi çeşitli post-translasyonel 

modifikasyonları ile değiştirilebilir, sialoglikoproteinler ve sialoglikolipidler 

oluşturmak için "sialilasyon" adı verilen bir işlem olan şeker zincirlerine eklenebilir. 

Böylece Sia ailesi farklı yapılara sahip 50'den fazla üyeden oluşmaktadır (Angata ve 

ark., 2002). 

 

 

Sia'nın biyosentezi sitozolde gerçekleşir ve bu süreç dört adım ve üç enzim 

içerir. İki işlevli glukozamin (UDP-N-asetil)-2-epimeraz/N-asetilmannosamin kinaz 

tarafından iki hız sınırlayıcı adım gerçekleştirilir (Keppler ve ark., 1999). GNE, üridin 

difosfat-N-asetilglukozaminden (UDP-GlcNAc) N-asetil-d-mannozamine (ManNAc) 

dönüşümü katalize eder ve ManNAc'ı fosforile ederek N-asetil-mannozamin 6-fosfat 

(ManNAc-6-P) oluşturur. ManNAc-6-P daha sonra yoğunlaştırılır ve Neu5Ac'yi 

oluşturmak için iki aşamada defosforile edilir. Çekirdekte Neu5Ac aktif CMP-

Neu5Ac'yi oluşturmak için sitidin monofosfat N-asetilnöraminik asit sentetaz ile 

sitidin 5-monofosfat (CMP) ile konjuge edilir (Munster-Kuhnel ve ark., 2004). CMP-

Neu5Ac'nin çekirdekten Golgi aygıtına taşınmasından sonra, sialiltransferazlar 

Neu5Ac'yi bir galaktoza (Gal), bir N-asetilgalaktozamine (GalNAc) veya çeşitli 

protein veya lipidlerin başka bir Sia kalıntısına konjuge eder (Chen ve ark., 2010).  

İnsanlar, Sia kalıntıları ve alttaki alıcı şeker arasında farklı bağlantılar (a2,3-, a2,6-, 

a2,8-) kullanarak farklı alıcı şekerlere (Gal, GalNAc, Sia) Sia ekleyen yaklaşık 20 

farklı sialiltransferaz içerir. Ayrıca Sias intersialil bağlantıları yoluyla farklı 

derecelerde polimerizasyona sahip homopolimerler oluşturabilir. Örneğin polisialik 

asit (polySia), 10 ila 200 arasında bir polimerizasyon derecesine sahip a2,8-bağlı 
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Neu5Ac monomerlerinin bir homopolimeridir ve gelişmekte olan CNS'de yüksek 

oranda ifade edilir (Schnaar ve ark., 2014). 

 

 

 

Şekil 1.38. Sialik asit, üretimden hücre yüzeyi ifadesine, desialilasyon yoluyla uzaklaştırma, alım, lizozomal 

sindirim ve yeniden kullanıma kadar olan döngü (Klaus ve ark., 2021) 

 

Sialik asitler, bağışıklık sistemini Siglecs yoluyla çeşitli şekillerde modüle 

edebilir ve antikor aracılı patojenlerin temizlenmesini etkiler (Maurer ve ark., 2018). 

 

 

 

Şekil 1.39. Farklı Mononükleer Fagositler Tarafından Siglec İfadesi (Lubbers ve ark., 2018) 
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Nöraminidazlar veya sialidazlar olarak adlandırılan spesifik glikosidazlar, sialik 

asidi oligosakkaritlerden hidrolize edebilir. Esas olarak hücre içi keseciklerde bulunan 

bu enzimler salgılanabilir böylece hücre zarı üzerinde bulunan sialile yapıların 

profilini değiştirir ve ifadeleri birçok farklı kanser türünde düzensizdir (Lubbers ve 

ark., 2018). 

 
 
 

1.18.1. Siglec-10 (Sialik Asit Bağlayıcı Ig Benzeri Lektin 10) 

 
 

Siglec-10, immün reaktiviteleri baskılamak için ağırlıklı olarak NK hücreleri, B 

hücreleri, monosit türevli dendritik hücreler ve antijenle aktive olan CD4+ T 

hücrelerinde bulunan CD33 ile ilişkili bir Siglec reseptörü taşıyan bir ITIM 

inhibitörüdür (Zhang ve ark., 2015;. Tipik Siglec-10 ligandları ağırlıklı olarak 

lökositlerde ifade edilen CD24 ve CD52 gibi ağır gliko silatlı moleküllerdir (Barkal ve 

ark., 2019; Bandala Sanchez ve ark., 2013). Siglec-10, çeşitli patofizyolojik süreçlerde 

yer alan hücre yüzeylerine maruz kalan sialoglikanları seçici olarak tanıyan inhibitör 

I tipi bir lektindir. Siglec-10'un bağışıklık hücre fonksiyonlarının düzenlenmesinde 

oynadığı kilit rol onu geniş bir hastalık yelpazesine karşı immünoterapötiklerin 

geliştirilmesi için potansiyel bir hedef haline getirmiştir. Bununla birlikte proteinin 

kristal yapısı şimdilik çözülmemiştir ve Siglec-10'un kompleks glikanlarla 

etkileşimlerinin atomik tanımı daha önce çözülmemiştir (Forgione ve ark., 2020).  

 
 
 

1.18.2. CD24/Siglec-10 Etkileşimi 

 
 

Siglec10 sitoplazmik alanda ITIM'ler içeren bağışıklık sisteminin çeşitli 

hücrelerindeki diğer bağışıklık bastırıcı reseptörlere benzemektedir. Siglec-10, kanser 

hücreleri üzerindeki CD24 ligandını bağlar ve hücre içi ITIM alanları, tirozin 

fosfatazlar SHP-1 ve SHP-2'yi alır ve böylece makrofajların fagositozunu engeller. 

CD24 ve Siglec-10 arasındaki ilişkinin monoklonal antikorlar tarafından genetik 

olarak ortadan kaldırılması ve ayrıca CD24-Siglec-10 etkileşimlerinin bloke edilmesi 

CD24 ifade eden tüm insan tümörlerinde fagositozu önemli ölçüde artırabilir.  
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Şekil 1.40. CD24 /Siglec-10 Etkileşimi (Tian ve ark., 2022) 

 

CD24, Siglec-10 etkileşimi sonrasında SRC ailesi tirozin kinazları 

SIGLEC10’un hücre içi bölgesinde SHP-1 ve SHP-2 (SHP’ler SOSC negatif 

regülatörleridir ve sitokin sinyal aktivatörleridir) fosfatazların aracılık ettiği anti-

inflamatuar ve anti fagositik sinyal iletim yolaklarının etkinleşmesine yol açmaktadır. 

SOSC (Sitokin sinyal supresörleri) proteinleri makrofajlar ve dendritik hücreler gibi 

doğal bağışıklık sistemi hücrelerinin çok önemli düzenleyicisidirler. SOSC proteinleri 

Toll Like reseptör üzerinden oluşan immun yanıt sırasında aktive olurlar. Siglecler 

sialik asit içeren ligandlara bağlanır ve inhibitör reseptörler olarak rol oynarlar. Sialik 

asit glikan zincirlerinin ucuna eklenir. Bu glikanlar glikokalikslerin önemli bir 

bileşenidir. CD24 ve SIGLEC-10 arasındaki etkileşim makrofajların fagositoz 

yapabilirliğini baskıladığı için CD24’ü yüksek ifade eden tümörlerin immün kaçışı 

desteklenmekte ve bu tümörler fagositozla yok edilememektedir.  
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Şekil 1.41.CD24/ Siglec-10 Etkileşiminin Moleküler Mekanizması (Sammar ve ark., 2016) 

 

 

 

Şekil 1.42. CD24 Monoklonal Antikoru ile Tümör Temizlenmesi (Wu ve ark., 2021) 

 

CD24; (HMGB1), (HSP70/HSP90) ile birleşir ve nükleer faktör-kappa B (NF-

KB) aktivasyonunu inhibe eder. Makrofajların yüzeyindeki Siglec-10'un ve tümör 

hücresi yüzeyindeki CD24 arasındaki etkileşimin bağışıklık reseptörleri tirozin 

önleyici motif (ITIM) sinyalleri yoluyla DAMP'lere bağlanması, iltihaplanma sürecini 

bloke eder. CD24 antikorunun varlığında bu inflamatuar "frenleme" sinyali ciddi 

şekilde etkilenir ve sitokin fırtınalarının ortaya çıkmasına neden olur (Chen ve ark., 

2009).  
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Şekil 1.43. HMGB1, CD24 ve Siglec-10 tarafından oluşturulan bir trimoleküler kompleks (Andersson ve ark., 

2021) 

 

Doğal bağışıklık sistemi ve inflamatuvar yanıtta TLR’ler önemli sinyal 

transdüksiyon membran proteinleridir. Patojenlere karşı savunmada ilk sırayı alan 

TLR’lerin etkinleşmesi ile savaşılan patojenler öldürülür veya vücuttan uzaklaştırılır. 

TLR’ler yapılarında yüksek oranda korunmuş bölgeler içermekle birlikte bu bölgelere 

ligandları ve ko-reseptörleri aracılığıyla bağlanmaktadır. TLR’ler inflamatuvar süreci 

başlatmak için spesifik ligandları tanıyarak mikrogliyal fagositoz, sitokin salıverilmesi 

ve adaptif immün yanıt için gerekli yardımcı uyarıcı moleküllerinin salıverilmesi gibi 

olayları tetikleyerek NF-κB gibi sinyal moleküllerini etkinleştirir. Mikrogliyalarda bu 

hücreleri etkinleştiren ve nöroinflamatuvar yanıtı başlatan çeşitli TLR’ler eksprese 

edilmektedir. TLR’ler spesifik patojeni tanımada rol oynayan hücre dışı lösince zengin 

tekrar (LRR) bölgeleri ve sitoplazmik bölgede sinyal yolunda rol alan Toll/IL-1 

reseptör (TIR) bölgeleri içermektedir. Bir adaptör protein olan miyeloid farklılaştırıcı 

faktör 88 (MyD88) TIR bölgeleri aracılığıyla TLR’lere bağlanarak birçok sinyal 

transdüksiyon yolunu ve NFκB’yi etkinleştirerek inflamasyona neden olmaktadır. 

TLR3 dışında tüm TLR’ler MyD88 tarafından etkinleştirilir. 
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1.19. İmmünoterapi 

 
 

İmmünoterapi, canlı organizmalardaki maddeleri kullanarak bağışıklık 

sisteminin kanserle savaşmasına yardımcı olan biyolojik bir kanser tedavisi türüdür. 

Normalde kanser hücreleri tarafından ifade edilen proteinlere bağlanan ve işlevlerini 

engelleyen antikorları kullanan, bağışıklık sisteminin etkisine dayanan sistematik bir 

tedavidir (Sudhakar ve ark., 2009). Bağışıklık sistemi anormal hücreleri tespit edip 

öldürebilir, ancak kanser hücreleri genetik değişiklikler veya yüzeylerindeki 

proteinlerin ifadesi sayesinde bu durumdan kaçar, yani bağışıklık sistemi onları 

anormal olarak tanımaz. Tümörler ve bağışıklık hücreleri arasındaki karmaşık 

etkileşim nedeniyle, koruyucu antitümör bağışıklığı oluşturmak için sıklıkla 

kombinasyon tedavisi kullanılır (Dougan ve ark., 2009). İmmünoterapiler hastalıkla 

savaşmak amacıyla hastanın bağışıklık sisteminin kullanıldığı tedavi yöntemidir. 

Kanser immünoterapisi, kanserle savaşmak için vücudun bağışıklık sistemini kullanan 

klinik tedavileri ifade eder. Genel olarak immünoterapi üç alt kategoriye ayrılabilir; 

Bunlar aktif immünoterapi, pasif immünoterapi ve immünomodülatör tedavidir. 

İmmünomodülatör tedavi, kanser hücrelerini hedeflemek için bağışıklık sistemini 

aktive eden endojen kemokinlerin ve sitokinlerin kullanılmasıdır. İmmünomodülatör 

tedaviye bir örnek, IL-2'nin kemoterapi ile kombinasyon halinde kullanılmasıdır 

(Farkona ve ark., 2016). Pasif immünoterapi ise tümör hücrelerinde spesifik olarak 

ifade edilen bir antijeni hedef alan monoklonal antikorların kullanılmasıdır. Bu tip 

immünoterapi, doğrudan tümör antijeni üzerinde etkili olan bir monoklonal antikorun 

kullanımını kullandığı ve dolayısıyla bağışıklık sisteminin daha geniş bir 

aktivasyonunu gerektirmediği için pasif olarak kabul edilir. Pasif immünoterapilerin 

aksine, aktif immünoterapiler tümörü tanımak ve onunla savaşmak için vücudun 

bağışıklık sisteminin aktivasyonunu sağlar (Farkona ve ark., 2016). 

 

 

İmmünoterapide destekleyici rollerine ek olarak, makrofajlar gelecekteki kanser 

immünoterapisinde umut verici bir hedef haline gelebilir (Mills ve ark., 2012 ; 

Cavaillon ve ark., 2011). Onkoterapide makrofajlarla ilgili birçok hedef ve 

farmakolojik ajan son incelemelerde özetlenmiştir (Beltraminelli ve ark., 2020; Pathria 
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ve ark., 2019). Kanser immünoterapisinde makrofajları hedeflemenin çeşitli 

avantajları vardır. Düşük infiltrasyon T hücre bazlı antikanser tedavisi için önemli bir 

engeldir ve makrofajlar, tümör mikroçevresine infiltre olan bağışıklık hücrelerinin 

~%30-50'sini oluşturur. Dolaşımdaki monositler tümörlerde infiltre makrofajların ana 

kaynağıdır ve periferik kan mononükleer hücrelerinin erişilebilirliği klinikte makrofaj 

bazlı bir tedavi stratejisi benimsenirse çalışmayı kolaylaştırır. Şu anda genellikle 

kanser hücrelerinin insanlarda endojen hücrelerden kaynaklandığına inanılmaktadır. 

Çok sayıda tümöre özgü antijen tanımlanmış olsa bile çoğu spesifik antijen hala birkaç 

normal hücrede bulunur. Buna karşılık tüm kanser hücreleri tümör heterojenliği 

nedeniyle sadece bir spesifik antijeni ifade etmez. Spesifik antijen ifade eden kanser 

hücrelerinin temizlenmesi yalnızca geçici ve sınırlı antitümör etkinliği ile 

sonuçlanabilir. Bununla birlikte doğuştan gelen bir bağışıklık hücresi türü olarak 

makrofajlar, belirli bir antijeni hedeflemeden tümör baskılayıcı bir işlev 

sergileyebilmektedir (O’Sullivan ve ark., 2012; Mills ve ark., 1992). 

 

 

 

Şekil 1.44. CD24- Siglec-10 sinyallemesinin bloke edilmesi yoluyla tümörle ilişkili makrofaj tarafından kanser 

hücresi yok etme mekanizması (Barkal ve ark., 2019) 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 
 
 
 

2.1. THP-1 Hücrelerinin Stoktan Çıkartılması  
 
 

Donmuş haldeki stok hücreleri çoğaltmak için, hücrelerin içerisinde saklandığı 

kriyovialler -800C’deki buzdolabından alındı ve hızlı bir şekilde çözülmüştür. Çözülen 

hücre süspansiyonu; 15ml’lik santrifüj tüpünde bulunan %10 FBS ve %1 P/S içeren 

RPMI 1640 (1:1) besiyeri içine alınmıştır. Santrifüj tüpü 1500 rpm’de 3 dakika 

santrifüj edildikten sonra süpernatant kısmı uzaklaştırılmıştır ve tüpün tabanındaki 

hücre peleti üzerine 2 ml besiyeri ilave edilerek pipetaj ile hücrelerin süspanse hale 

gelmesi sağlanmıştır. Daha sonra tüp üzerine 4 ml daha besiyeri ilave edilmiştir ve 6 

ml’lik hücre süspansiyonu 25cm2 ’lik hücre kültürü kapları içerisine alınarak 37 0C’ye 

%5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edilmiştir. 

 
 
 

2.2. THP-1 Hücre Kültürü:  

 
 

İlk defa akut monositik lösemili bir yaşındaki erkeğin periferik kanından elde 

edilmiş olan THP-1 (akut monositik insan lösemi) hücreleri, monosit/makrofaj 

farklılaşmasını ve fonksiyonunu incelemek için kullanılan en yaygın hücre hattıdır. 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji ABD’nda mevcut olan THP-1 

hücreleri, %10 fetal sığır serumu (FBS), %1 L-glutamin, % 1 pen/strep ile takviye 

edilmiş RPMI 1640 besiyerinde %5 CO2’li etüvde 37°C’de kültür ortamında steril 

koşullarda çoğaltılmıştır. 

 
 
 

2.2.1. THP-1 Hücrelerinin Kültür Ortamında Çoğaltılması  
 
 

THP-1 insan monosit hücreleri, %10 fetal sığır serum, %1 L-glutamin, %1 

penisillin/streptomisin içeren RPMI-1640 besiyerinde, %5 CO2’li etüvde, %95 bağıl 

nem’de 37 °C’de kültür ortamında çoğaltılmıştır. Kültür flaskı konfluent duruma 
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ulaştığında alt kültürlere ayrılarak büyümesi sağlanmıştır. Çoğaltılan hücrelerin bir 

kısmı – 800C’ye kaldırılarak çalışmanın sonraki deneyleri için stoklanmıştır. 

 
 
 

2.2.2. THP-1 Hücrelerinden M0 Makrofaj Eldesi 

 
 

THP-1 hücreleri phorbol-12-miristat-13-asetat (PMA) ile uyarıldıklarında 

makrofaj benzeri hücrelere farklılaşır. İn vitro olarak THP-1 monosit hücrelerinden 

makrofaj hücrelerinin elde edilmesinde kullanılan PMA uyaranının doz ve zaman 

optimizasyonu, her koşul için qRT-PCR ile hedef genler denetlenerek ilgili yapıldı. Bu 

hedef genler monosit için CD14; PMA uyarımı ile oluşturulmuş M0 makrofajları için 

ise CD11B (genel makrofaj belirteci), CD36, CD68, CD71’dir. THP-1 hücreleri 0.5 x 

10^6 konsantrasyonda 1 ml besiyeri içerisinde 24 kuyucuklu plakalara ekildi. THP-1 

(M0) makrofaj aktivasyonunu uyarmak için bu hücreler (24-48-72) saat boyunca 50-

200 nM phorbol 12-miristat 13-asetat (PMA) içeren RPMI 1640 besiyeri içerisinde 

kültürlendi.  

 
 
 

2.2.3. THP-1 Monositik Kaynaklı M0 Makrofajların M1 ve M2 (U266 

sup/IL4) Makrofajlara Polarize Edilmesi 

 
 

(M0) makrofaj hücreleri 10 pg/ml LPS ve 20 ng/ml IFN-γ ile değişik sürelerde 

muamele edilerek THP-1 (M1) makrofaja dönüşümünün sağlanması gerçekleştirildi. 

Kültür koşulları qRT-PCR deneylerinden hedef M1 makrofaj polarizasyonunun kültür 

koşulları (CD80, TNF-alfa, IL-1beta, IL-6) belirteç genlerinin yüksek ifadesi ve akış 

sitometri analizi belirlenerek optimize edilmiştir.  (M0) makrofaj hücrelerinin (M2) 

makrofaj hücrelerine polarizasyonunu sağlamak için bu hücreler hem (U266 sup) 

süpernatantı 24 saat muamele edilirken (Chen ve ark., 2017) yaptığı çalışma referans 

alınarak diğer taraftan (20 ng/mL) Interlökin (IL-4) ile 48 saat sürede muamele 

edilmiştir. (M2) makrofaj polarizasyonunun kültür koşulları hem akış sitometri analizi 

ve qRT-PCR deneylerinden hedef M2 belirteç genlerinin (CD206, CD200, IL10, TGF-

beta) yüksek ifadesi ile belirlenerek optimize edilmiştir. 
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2.2.4. M0, M1 ve M2 (U266 sup) Makroj Hücrelerinde CD11b, CD36, 

CD38, CD45, CD71, CD80, CD200 Belirteçlerinin Akış Sitometri Analizi 

 
 
M0, M1 ve M2 (U266 sup) makrofaj hücreleri ayrı ayrı tripsine edilmiştir. 

Tripsine edilen hücreler 15 ml’lik tüplere aktarılmıştır ve 1200 RPM’de 5 dakika 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası üst kısım atılmıştır ve hücrelerin üzerine 1 ml 

besiyeri sayılmıştır. Her bir işaretleme için 1X106 hücre ependorflara alınmıştır. 

Hücreler 2 kere PBS ile yıkanmıştır. İkinci yıkama sonunda hücrelerin üzerine tampon 

solüsyonu ve 2ul CD11b, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80, CD200 monoklonal 

antikorları eklenerek 10 dakika karanlıkta ve 4°C’de inkübe edilmiştir. İnkübasyonun 

ardından hücreler hazırlanan tampon solüsyonu ile iki kere yıkanmıştır.  Daha sonra 

pelete 100ul tampon solüsyonu eklenmiştir. 10000 hücre sayılarak hücre yüzey 

belirteçlerinin protein oranları ACCURI C6 Akım Sitometri cihazında ölçülmüştür ve 

analiz edilmiştir. 

 
 
 
2.2.4.1. M0, M1 ve M2(IL4) Makrofaj Hücrelerinin U87WT, U87CD24 

Süpernatantları ile Birlikte Muamelesi Sonucu CD206 İfadesi 
 
 

6 kuyucuklu plakalarda M0, M1, M2(IL4) ile farklılaştırılan makrofaj 

hücrelerinin her biri ayrı ayrı M0-U87WT, M0-U87CD24, M1-U87WT, M1-

U87CD24, M2-U87WT M2-U87CD24 hücrelerinin süpernatantları ile bir araya 

getirilmişlerdir. Ardından tripsine edilmiş olan hücreler 15 ml’lik tüplere aktarılmıştır 

ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası üst kısım atılmıştır ve 

hücrelerin üzerine 130ul taze besiyeri eklenmiştir. CD206 antikoru ile muamele 

edilecek olan hücreler öncesinde 5ul Fc bloklama reseptör ile muamele edilmiştir. 

Ardından hücreler 10 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Her bir işaretleme için 

1X106 hücre ependorflara alınmıştır. Hücreler 2 kere RPMI besiyeri ile yıkanmıştır. 

İkinci yıkama sonunda hücrelerin üzerine RPMI besiyeri ve 5ul CD206 monoklonal 

antikoru eklenerek 10 dakika karanlıkta inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından 

hücreler RPMI besiyeri ile iki kere yıkanmıştır.  Daha sonra pelete 100ul RPMI 

besiyeri eklenmiştir. 10000 hücre sayılarak hücre yüzey belirteçlerinin protein oranları 

ACCURI C6 Akım Sitometri cihazında ölçülmüştür ve analiz edilmiştir. 
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2.3. Agoroz Jel Elektroferezi 

 
 

Elde edilen RNA örnekleri %1’lik agaroz jelde yürütülerek görüntülenmiştir. 

%1’lik agaroz jelin hazırlanışı şu şekilde yapılmıştır: 100 ml 1X TBE tampon bir beher 

içerisine alınarak üzerine 1 gr toz agaroz tartılıp eklenmiştir. Beher mikrodalga fırında 

300°C’de yaklaşık 2 dk ısıtılarak agarozun erimesi ve su içerisinde çözünmesi 

sağlanmıştır. Beherin dış yüzeyi musluk altına tutularak el yakmayacak kıvama gelene 

kadar bir miktar soğuması sağlanmıştır. Behere 2 µl Bio-safety boya eklenerek 

karıştırılmış ve jel tankında donmaya bırakılmıştır.  Donan jel, içerisinde 1X TBE 

tamponu bulunan elektroforez tankına aktarılmıştır. Nükleaz içermeyen sudan 8 ul, 

RNA örneklerinden 2 µl, DNA yükleme tamponundan 2 µl karıştırılarak jeldeki 

kuyucuklara 10 µl yüklenmiştir. Örnekler 80 voltta 25 dk yürütülmüş ve daha sonra 

jel görüntüleme cihazında görüntülenmiştir. 

 

 

 

Şekil 2.1. Agoroz jel elektoforezinde M0, M1 ve M2 makrofaj genlerinin görüntüsü 

 
 
 

2.4. İzole Edilen RNA’dan cDNA Sentezi 

 
 

İzole edilen RNA örneklerinden tamamlayıcı DNA (cDNA) sentezleme 

işlemleri için, BioRad iScript cDNA Sentez Kiti kullanılmıştır. Toplam tepkime hacmi 

20 μL olarak hesaplanmıştır. Her kuyu için 5x iScript tepkime karışımından 5 μL, 

iScript Reverse Transkriptaz enziminden, RNA numunesinden 4 μL ve nükleaz 

yoksun özellikli sudan 11 μL eklenmiştir. cDNA sentez basamakları şu şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 
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Priming 5 dakika, 25°C 

Ters Transkripsiyon 20 dakika, 46°C 

Ters Transkripsiyon İnaktivasyon 1 dakika, 95°C 

 

cDNA sentezi gerçekleştirilen örnekler, kantitatif PCR analizi işlemine kadar -20°C′de 

saklanmıştır. 

 
 
 

2.5. Kantitatif Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative 

Real Time PCR 

 
 

Elde edilen cDNA‘lar SYBR Green ile birlikte PCR sırasında kullanılarak PCR 

ürünün saptanması, PCR ürününün miktarının analizine olanak sağlamıştır. 

Normalizasyon için referans gen kullanılarak gen ekspresyon analizi yapılmıştır. 

SYBR Green floresans boyası ve Biorad CFX Connect cihazı kullanılarak qRT-PCR 

yapılmıştır. Bütün genlerin ifade seviyeleri internal kontrole göre normalize edilmiştir. 

Primerler, GC içerikleri (%GC), erime sıcaklıkları (Tm) ve dimer oluşturup 

oluşturmadıkları (dG) dikkate alınarak PerlPrimer programı kullanılarak belirlenmiş 

ve elde edilen primer sekansları NCBI/Primer Blast web-sitesinden faydalanılarak 

özgünlükleri denetlenmiştir. Tüm uygulamalar en az üç tekrarlı olacak şekilde 

gerçekleştirilmiştir. Akış sitometri yöntemi ile belirlenen M0, M1, M2 makrofajların 

farklılaşmasını kanıtlamak amacıyla bazı genlerin mRNA ekspresyon düzeyleri gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yöntemi ile belirlenmiştir. 

 

 

Polarize makrofajlardan M0 polarize makrofaja özgü yüzey belirteci olan 

genlerinin (CD11b, CD36, CD38, CD71) yüksek ifadesi ile belirlenerek optimize 

edilmiştir. (M1) makrofaj polarizasyonunun kültür koşulları qRT-PCR yöntemi 

kullanılarak (CD80, CD86, TNF-alfa, IL-1beta, IL-6) yüksek ifadesi ile belirlenerek 

optimize edilmiştir. THP-1 (M0) makrofaj hücrelerinin THP-1 (M2) makrofaj 

hücrelerine polarizasyonunu sağlamak için bu hücreler 1:1 oranında RPMI besiyeri ve 

U266 hücrelerinin süpernatantı ile 24 saat boyunca birlikte muamele edilmiştir.  Diğer 

taraftan THP-1 (M2) makrofaj hücrelerine polarizasyonunu sağlamak için 48 saat 20 
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ng/ml IL4 ile muamele edilen hücrelerin (M2) makrofaj polarizasyonunun kültür 

koşulları qRT-PCR deneylerinden hedef M2 belirteç genlerinin (Siglec10, IL10, TGF-

beta) yüksek ifadesi ile belirlenerek optimize edilmiştir. Genlerinin ifadesi kantitatif 

olarak analiz edilmiştir. İlk olarak hücrelerden izole edilen RNA örneklerinden 1000 

ng kullanılarak iScript enzimi (BioRAD) ile cDNA sentezlenmiştir. 

 

 
IL1B F: AGCTACGAATCTCCGACCAC IL1B R: CGTTATCCCATGTGTCGAAGAA 

IL6 F: ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG IL6 R: CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 

IL10 F: GCCTAACATGCTTCGAGATC IL10 R: TGATGTCTGGGTCTTGGTTC 

TGFB F: TGAACCCGTGTTGCTCTC TGFB R: TGAACCCGTTGATGTCCAC 

TNFA F: AGCCCATGTTGTAGCAAACC TNFA R: TGAGGTACAGGCCCTCTGAT 

SİGLEC-10 F: ATCTCAACGGCATTCTCCA SİGLEC-10 R: GGTGTGGCTTTCTGATTCC 
 

Çizelge 2.1. qRT-PCR Yapılan Genlerin Primer Dizileri 

 

 

2.6. U87 MG Hücrelerinin Kültürü 

 
 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji ABD’nda mevcut olan insan 

yabanıl U87 MG hücreleri ve CD24 yüksek ifade ettirilen U87-CD24-yüksek 

hücrelerin %10 Fetal Sığır Serumu (FBS), %1 penisilinstreptomisin, %1 L-glutamin, 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) içeren özel besiyerinde %5 CO2’li 

etüvde 37°C’de kültür ortamında çoğaltılmıştır. Hücrelerin konfluent durumuna göre 

2-3 günde bir pasajları gerçekleştirilmiştir. Tübitak destekli 1003 Proje kapsamında 

lentiviral yöntemle CD24- yüksek ifade ettirilen U87-CD24-yüksek hücreler elde 

edilmiş ve kültürleri başarılı şekilde yapılmıştır ve bu hücreler şu an -80 0C’de 

muhafaza edilmektedir.  

 

 

 

Şekil 2.2. GBM primer hasta hücrelerinin CD133-PE (kırmızı), DAPI (mavi), ve CD24-FITC (yeşil) ile boyanmış 

konfokal mikroskobu görüntüsü. 
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CD24 ifade edilmeyen WTU87 MG GBM hücrelerinde CD24 geninin lentiviral 

stabil transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir. Bu U87CD24 GFP+ hücreler AB Dalımızda 

mevcuttur.  

 

 
 

Şekil 2.3. CD24-pLenti-C-GFP ifade eden U87 GBM hücre serilerinin floresan mikroskop altında 

görüntülenmesi 

 
 
 

2.7. M1, M2(IL4) makrofaj hücreleri ve U87WT hücrelerin DİD-DİO 

Boyama Protokolü 

 
 

6 kuyucuklu plakalar içinde steril cam lamellere ekimi gerçekleştirilip M0 

makrofaj hücresine farklılaştırılan hücrelere 24saat 10pg/mL LPS ve 20 ng/mL IFN-

γ ile 24 saat muamele edilip M1 (DİD) makrofajlara farklılaştırılan hücreler ile 

U87WT (DİO) hücreler bir araya getirildi. Verilen boya etiketleme çözeltisinin 1 mL 

normal besiyerine 5 µl'sini boyama solüsyonu ekleyerek hazırlandı. Boyama 

solüsyonunun 5 µl'si lamellerin köşesine pipetlendi tüm hücreler kaplanana kadar 6 

kuyucuklu plakalar kapatıldı ve hafifçe çalkalandı. Lameller 37 °C'de inkübe edildi. 

Boyama solüsyonu uzaklaştırıldı ve lameller üç kez PBS ile yıkandı. Her yıkama 

döngüsü için, hücreler taze, ısıtılmış besiyeri ile kaplandı, 10 dakika inkübe edildi ve 

ardından lamellerin kenarına kurutma kâğıdı ile dokunarak fazla besiyeri yavaşça 

boşaltıldı ve lameller 370 C etüve yerleştirildi.  
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2.8. M0, M1 ve M2(IL4) Makrofaj Hücrelerinin U87WT, U87CD24 

Hücreleri ile Ko-Kültürü:  

 
 

6 kuyucuklu plakalar içinde steril cam lameller üzerine 600.000 MO, M1 ve M2 

makrofaj olacak şekilde hücrelerin ekimi yapılmıştır. 1.200.00 U87WT ve U87CD24 

hücreler sayılmıştır ve makrofaj hücreleri ile bir araya getirilmeden önce DİO boyama 

solüsyonu ile boyama işlemi gerçekleştirilip 24 saat 370C etüvde bekletilmiştir.  24 

saat sonra U87WT ve U87CD24 hücreleri ile M0, M1ve M2(IL4) makrofaj 

hücrelerinin ko kültür işlemi gerçekleştirilmiştir. Kokültüre alınan hücreler 6 

kuyucuklu plakalarda 370C etüvde 24 saat bekletilmiştir.  

 
 
 

2.9. MTT 3-(4,5-Dimetil tiyazol-2) 2,5-Difeniltetrazolyum Bromür Testi  

 
 

M1 ve M2(U266 sup) hücrelerde 12E9 MoAb’ın IC50 (12E9: 10ug/ml ) değeri 

belirlenmiştir. Hücre kültüründe elde edilen hücre dizilerine ait hücrelerden 96 

kuyucuklu plakın her bir kuyucuğuna 40.000 hücre olacak biçimde ekim yapılmıştır. 

Kuyucuklara 100 µl hücre besiyeri karışımı şeklinde ekim yapılmıştır. Bu hücreler 

37°C’de, %5 CO2’li etüvde bir gece (16/24 saat), bekletilmiştir. Bekleme süresi 

sonunda hücrelerin üzerine farklı (kontrol, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) konsantrasyonlarda 

12E9 eklenmiştir. Spektrofotometrede 570 nm’de ölçüm yapılmıştır. 

 
 
 

2.10. M0, M1 ve M2(IL4) Makrofaj Hücreleri ile U87WT-U87CD24 

Hücrelerinin 12E9 Antikoru ile Ko-kültürü  

 
 

M0, M1, M2(IL4) makrofaj hücreleri, U87-CD24-GFP ve U87-WT-DİO 

hücreleri ile 12E9 monoklonal antikorunun değişik derişimlerinde muamele edilmiştir 

Kontrol olarak U87-CD24-yüksek-GFP-pozitif hücreler ve U87-CD24-düşük hücreler 

12E9 monoklonal antikoru ile 24 saat muamele edilmiştir. 
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2.11. Floresan Mikroskopi ile Fagositoz Yüzdesinin Belirlenmesi 

Protokolü 

 
 

DİD işaretli M0, M1, M2(IL4) makrofaj hücreleri DİO boyaması 

gerçekleştirilen U87WT ve U87CD24GFP kanser hücreleri ile 24 saat boyunca 

370C'de muamele edilmiştir. 12E9 monoklonal antikor uygulanan ve ugulanmayan 

1.200.000 hedef kanser hücresi 600.000 makrofaj oranında DMEM besiyeri içerisinde 

ko-kültürü yapılmıştır.  Sonrasında +%10 FBS içeren DMEM besiyerinde iki kez 

yıkanmıştır. Oluşturulacak olan fagositoz deney plakaları 37 0C inkübatöre kaldırılmış 

ve 24 saat sonra floresan mikroskobunda gözlemlenmiştir. Fagositoz olayları toplam 

DİD işaretleri makrofaj hücrelerinin içine DİO işaretli U87WT ve GFP işaretli 

U87CD24 hücrelerinin alınması ile hesaplanmıştır. Fagositoz yüzdesi maksimum 

normalize edilerek hesaplanmıştır. 

 
 
 

2.12. Konfokal Mikroskopi ile Fagositoz Görüntüsü Alma 

 
 
Floresan mikroskopta belirlenen fagositoz oranlarının görüntüsü konfokal mikroskop 

ile de alınmıştır. 
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3. BULGULAR 
 
 
 

3.1. THP-1 Monosit Hücre Eldesi  

 
 
THP-1 monosit hücrelerinin hücre kültüründe çoğaltılması sonucu elde edilen inverted 

mikroskop görüntüsü Şekil 3.1’de gösterilmiştir. 

 

 

A                                                                                       B 

 

Şekil 3.1.THP-1 monosit hücrelerinin inverted mikroskop görüntüsü A-10X B-20X 

 
 
 

3.2. THP-1 Hücrelerinden M0 Makrofaj Eldesi 
 
 

THP-1 monosit hücrelerinin 24, 48 ve 72 saat boyunca 100 nM PMA ile 

uyarılmasıyla elde MO makrofaj hücrelerinin inverted mikroskop görüntüleri Şekil 

3.2. ve 3.3 ‘de gösterilmiştir.  

 

  

                                A                                                                               B 

Şekil 3.2. THP-1 monosit hücrelerinin 24 ve 48 saat boyunca 100 nM PMA ile uyarılmasıyla elde edilen MO 

makrofaj hücrelerinin inverted mikroskop görüntüleri A-10X B-20X 
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                                                    A                                                              B 

Şekil 3. 3. THP-1 monosit hücrelerinin 72 saat boyunca 100 nM PMA ile uyarılmasıyla elde edilen MO makrofaj 

hücrelerinin inverted mikroskop görüntüleri A-10X B-20X 

 
 
 

3.3. THP-1 Monositik Kaynaklı Makrofajların M1, M2(U266), M2(IL4 
Makrofajlara Polarize Edilmesi 
 
 

THP-1 insan monosit hücreleri, M0 (100 nM PMA, 72 saat), M1 (20 ng/mL 

IFN-γ + 10 pg/mL LPS, 24 saat), M2 (U266 süpernatantı ile RPMI besiyeri 1:1 

oranında (500µl/500µl) 24 saat inkübasyonu gerçekleştirilrken aynı zamanda 48 saat 

boyunca 20ng/ml M2(IL-4) ile muamele edilmiştir. Bu hücrelerin inverted mikroskop 

görüntüleri Şekil 3.4’te, 3.5’te ve 3.6.’da gösterilmiştir. 

 

  

A                                                                               B  

Şekil 3.4. MO makrofaj hücrelerinin 20 ng/mL IFN-γ+ 10 pg/mL LPS ile 24 saat uyarımı ile elde edilen M1 

makrofaj hücrelerinin inverted mikroskop görüntüleri A-10X B-20X 
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A                                                                               B  

 

Şekil 3.5. MO makrofaj hücrelerinin U266 hücre kültür süpernatantı ile 24 saat uyarımı ile elde edilen M2(U266 

sup) makrofaj hücrelerinin inverted mikroskop görüntüleri A-10X B-20X 

 

 

A                                                                               B 

 
Şekil 3.6. MO makrofaj hücrelerinin 48 saat boyunca 20ng/ml IL-4 ile uyarımı ile elde edilen M2(IL4) makrofaj 

hücrelerinin inverted mikroskop görüntüleri A-10X B-20X 

 
 

 
3.4. M0, M1, M2(U266 sup) Makrofaj Hücrelerinin CD11b, CD11c, CD36, 

CD38, CD45, CD71, CD80, CD200 Akış Sitometri ve Histogram Değerleri 
 
 
MO, M1, M2(U266sup) makrofaj hücrelerinde CD11b, CD36, CD38, CD45, 

CD71, CD80, CD200 Akış Sitometri ve histogram değerleri Şekil 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 

3.11, 3.12, 3.13, 3.14’te gösterilmiştir. 

 

 
  

 



101 
 

 

 
 

Şekil 3.7. İn vitro polarize ettiğimiz M0 Makrofaj Hücrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, 

CD80, CD200 Akış Sitometri İfadeleri 
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Şekil 3.7. Devamı. İn vitro polarize ettiğimiz M0 Makrofaj Hücrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, 

CD71, CD80, CD200 Akış Sitometri İfadeleri 

 

 
 

Şekil 3. 8. İn vitro polarize ettiğimiz M0 makrofajların CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80, 

CD200 ekspresyon histogramları 
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Şekil 3.8. Devamı. İn vitro polarize ettiğimiz M0 makrofajların CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, 

CD80, CD200 ekspresyon histogramları 

 
 

 

Şekil 3.9. İn vitro polarize ettiğimiz M1 Makrofaj Hücrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, 

CD80, CD200 Akış Sitometri İfadeleri 
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Şekil 3.9. Devamı. İn vitro polarize ettiğimiz M1 Makrofaj Hücrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, 

CD71, CD80, CD200 Akış Sitometri İfadeleri 
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Şekil 3.10. İn vitro polarize ettiğimiz M1 makrofajların CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80, 

CD200 ekspresyon histogramları 
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Şekil 3.11. İn vitro polarize ettiğimiz M2 Makrofaj Hücrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, 

CD80, CD200 Akış Sitometri İfadesi 
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Şekil 3.11. Devamı. İn vitro polarize ettiğimiz M2 Makrofaj Hücrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, 

CD71, CD80, CD200 Akış Sitometri İfadesi 

 

 

 
Şekil 3.12. İn vitro polarize ettiğimiz M2 makrofajların CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80, 

CD200 ekspresyon histogramları 
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Şekil 3.13. MO, M1, M2(U266sup) Makrofaj Hücrelerinde CD11B, CD11C, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80, 

CD200 ifadelerinin bar grafiği 

 
 
 

3.4.1. M0, M1 ve M2(IL4) Makrofaj Hücrelerinin U87WT, U87CD24 

Süpernatantları ile Birlikte Muamelesi Sonucu Akış Sitometri CD206 İfadesi 
 
 

M0, M1, M0+U87WT, M0+U87CD24, M1+U87WT, M1+U87CD24, 

M2(IL4), M2(IL4) +U87WT, M2(IL4) +U87CD24 makrofaj hücreleri ile U87WT ve 

U87CD24 hücre süpernatantlarının akış sitometrideki ifadeleri Şekil 3.15, 3.16, 3.17, 

3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22, 3.23, 3.24’te gösterilmiştir.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Şekil 3.14. M0 Makrofaj hücrelerinin akış sitometride CD206 ifadesi 
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Şekil 3.15. M0 Makrofaj hücreleri ile U87WT süpernatantlarının akış sitometride CD206 ifadesi 

 

  

 

Şekil 3.16. M0 Makrofaj hücreleri ile U87CD24 süpernatantlarının akış sitometride CD206 ifadesi 

 

 

 

 

 

Şekil 3.17. M1 Makrofaj hücrelerinin akış sitometride CD206 ifadesi 
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Şekil 3.18.. M1 Makrofaj hücreleri ile U87WT hücre süpernatantının akış sitometride CD206 ifadesi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 3.19. M1 Makrofaj hücreleri ile U87CD24 hücre süpernatantının akış sitometride CD206 ifadesi 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.20. M2(IL4) Makrofaj hücrelerinin akış sitometride CD206 ifadesi 
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Şekil 3.21. M2(IL4) Makrofaj hücreleri ile U87WT hücre süpernatantının akış sitometride CD206 ifadesi 

 

  

Şekil 3.22. M2(IL4) Makrofaj hücreleri ile U87CD24 hücre süpernatantının akış sitometride CD206 ifadesi 

 

 
 

Şekil 3.23. M0, M0+U87WTsup, M0+U87CD24sup, M1, M1+U87WTsup, M1+U87CD24sup, M2(IL4), 

M2(IL4) +U87WTsup, M2(IL4) +U87CD24sup uygulanan hücrelerde CD206 ifadesinin Akış Sitometri Grafiği 
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3.4.2. Kantitatif Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative 

Real Time PCR 
 
 

M0, M1 ve M2(U266sup) makrofajlara özgü yüzey belirteci olan genlerin 

(IL1B, IL6, IL10, TGFB, TNFA, CD80, CD86, Siglec10) ifadelerinin görselleri Şekil 

3.25, 3.26, 3.27, 3.28, 3.29, 3.30, 3.31’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.24. M0, M1 makrofajlarda IL1B ekspresyon analizi 
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Şekil 3.25. M2 makrofajlarda (U266 sup) IL10 ekpresyon analizi 
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Şekil 3.26. M1, M2 (U266 sup) makrofajlarda ve THP-1 monosit hücrelerinde TGFB ekspresyon analizi 
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Şekil 3.27. M2 (U266 sup) makrofajlarda ve THP-1 monosit hücrelerinde TNFA ekspresyon analizi 
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Şekil 3.28. M0, M1 Makrofaj Hücreleri ile THP-1 monosit hücrelerinin CD80 ekspresyon analizi 
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Şekil 3.29. M0, M1 Makrofaj Hücreleri ile THP-1 monosit hücrelerinin CD86 ekspresyon analizi 
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Şekil 3.30. M1, M2 (U266 sup ) ile THP-1 monosit hücrelerinin Siglec10 ekspresyon analizi 

 

 

 

 

Şekil 3.31. M0+(U87CD24sup), M1, M1+(U87WTsup), M1+(U87CD24sup), M2(IL4), M2(IL4) +(U87WTsup) 

hücrelerinin Siglec10 ekspresyon analizi 
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Hypothesis Test Summary 

NULL HYPOTHESİS TEST SİG. DECİSİON 

 Indepented Samples 
Kruskal-Wallis Test 

,010 Reject the null 
hypothesis 

 
Çizelge 3.1. CD80 gen ifadesinin istatistik sonuç tablosu 

 

CD80 geninin THP-1, M0, M1 ve M2(U266sup) hücrelerinde mRNA ifadesine 

rastlanmıştır. M2 makrofaj hücrelerinde THP-1, M0, M1 hücrelerine göre daha fazla 

mRNA ifadesine rastlanmıştır. Bu kat artışı ‘Independent-Samples Kruskal-Wallis 

Testi’ yapılarak istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p ≤0,010)* 

 

Hypothesis Test Summary 

NULL HYPOTHESİS TEST SİG. DECİSİON 

 Indepented Samples 
Kruskal-Wallis Test 

,002 Reject the null 
hypothesis 

 
Çizelge 3.2. CD86 gen ifadesinin istatistik sonuç tablosu 

 

CD86 geninin THP-1, M0, M1 ve M2(U266sup) hücrelerinde mRNA ifadesine 

rastlanmıştır. M1 makrofaj hücrelerinde THP-1, M0, M1 hücrelerine göre daha fazla 

mRNA ifadesine rastlanmıştır. Bu kat artışı ‘Independent-Samples Kruskal-Wallis 

Testi’ yapılarak istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p ≤0,002)* 

 
 

 
3.4.3. M1, M2(U266 sup) Makrofaj Hücrelerinin DİD-Boyaması Sonucu 

Akış Sitometri Analizi 

 
 
M1 ve M2(U266) makrofaj hücrelerinin DİD boyanma sonucunda elde edilen akış 

sitometri görselleri aşağıdaki gibidir. 
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Şekil 3.32. M1 makrofaj hücrelerinin (DİD) boyaması sonucu akış sitometri ile yüzdesinin tespit edilmesi 

 

M1 makrofaj hücrelerinin (DİD) boyanma yüzdesi akış sitometride %76.2 

oranında tespit edilmiştir. 

 

 

 

Şekil 3.33. M2 (U266 sup) makrofaj hücrelerinin (DİD) boyanması sonucu akış sitometri ile yüzdesinin tespit 

edilmesi 

M2 (U266 sup) makrofaj hücrelerinin (DİD) boyanma yüzdesi akış sitometride 

%69.2 oranında tespit edilmiştir. 

 
 
 
3.5. Antikor Etkinliğinin Araştırılması 

 
 
3.5.1. MTT 3-(4,5-Dimetil tiyazol-2) 2,5-Difeniltetrazolyum Bromür Testi 

 

 
12E9 Monoklonal Antikorunun M1 ve M2(U266sup) makrofaj hücreleri üzerine 

toksik olmayan dozunun belirlenmesi için canlılık testi yapılmıştır. 
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Şekil 3.34. M1 Makrofaj Hücrelerine Farklı Konsantrasyonlarda Uygulanan 12E9 Monoklonal Antikorunun MTT 

Testi ile İfade Edilen % Canlılık Grafiği 

 

 

 
Şekil 3.35. M2(U266sup) Makrofaj Hücrelerine Farklı Konsantrasyonlarda Uygulanan 12E9 Monoklonal 

Antikorunun MTT Testi ile İfade edilen % Canlılık Grafiği 

 
 
 

3.6. M1, M2(U266sup) Makrofaj Hücreleri ile U87CD24 Hücrelerinin Ko 

kültür Analizi 

 
 

M1 makrofaj (DİD) hücreleri ve U87CD24 (GFP) hücrelerin ko kültürü ile elde 

edilen inverted mikroskop görüntüsü Şekil 3.37.’de gösterilmiştir. 

M2 makrofaj (DİD) hücreleri ve U87CD24 (GFP) hücrelerin ko kültürü ile elde 

edilen inverted mikroskop görüntüsü Şekil 3.38.’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.36. M1 makrofaj (DİD) hücreler ve U87CD24 (GFP) işaretli hücrelerin ko kültürü ile elde edilen 10X 

inverted mikroskop görüntüsü 

 

 

 

Şekil 3.37. M2 makrofaj (DİD) hücreler ve U87CD24 (GFP) işaretli hücrelerin ko kültürü ile elde edilen 10X 

inverted mikroskop görüntüsü 

 
 
 

3.6.1. M1, M2(U266 sup) Makrofaj Hücreleri ile U87CD24 Hücrelerinin 

12E9 Monoklonal Antikoru ile Ko-kültür Analizi 

 
 

M1, M2(IL4) (DİD) makrofaj hücrelerinin U87-CD24(GFP) hücreleri ile 12E9 

monoklonal antikoru muamelesi sonucunda elde edilen inverted mikroskop görüntüsü 

Şekil 3.39’de ve 3.40.’da gösterilmiştir. 
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Şekil 3.38. M1 makrofaj hücreler ve U87CD24 GFP hücrelerin 12E9 Monoklonal Antikoru ile 24 saat ko kültürü 

sonucu elde edilen 10x inverted mikroskop görüntüsü 

 

 

Şekil 3.39. M2(U266 sup) (DİD) makrofaj hücreler ve U87CD24 (GFP) hücrelerin 12E9 Monoklonal Antikoru 

ile 24 saat ko kültürü sonucu elde edilen 10X inverted mikroskop görüntüsü 

 
 
 

3.7. Floresan Mikroskopi ile Fagositoz Yüzdesinin Belirlenmesi ve Konfokal 

Mikroskopi ile Fagositoz Yüzdesi Belirlenen Hücrelerin Görüntülerinin Alınması 
 
 
1200.000 hedef kanser hücresi/ 600.000 makrofaj oranında olacak şekilde 

fagositoz yüzdesinin oranları floresan mikroskobında DİD işaretli makrofaj 

hücrelerinin içine DİO işaretli kanser hücrelerinin alınması sonucu floresan 

mikroskopta 100 hücre sayılarak tespit edilen görüntüler Şekil 3.36’da gösterilmiştir. 
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Şekil 3.40. M2 (U266sup) (DİD) makrofaj hücrelerinin U87CD24 (GFP) ifade eden hücrelerle ko kültürü ile elde 

edilen (100X) floresan mikroskop görüntüleri 

 

  
 

Şekil 3.41. U87WT (DİO) işaretli hücrelerin 63X konfokal mikroskop görüntüleri A-63X B-63X 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  

A- U87CD24(DİO) B-M0(DİD) C- U87CD24(DİO)+ M0(DİD) 
 

Şekil 3.42. M1 (DİD) makrofaj hücreleri ve U8WT (DIO) hücrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile 24 saat ko 

kültürü sonucu elde edilen 63X konfokal mikroskop görüntüleri 
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A- U87CD24(DİO) 
 

B-M1(DİD) 
 

C- U87CD24(DİO)+ M1(DİD) 

 

Şekil 3.43. M1 makrofaj (DİD) ve U87CD24 (GFP) hücrelerin 12E9 Monoklonal Antikoru ile 24 saat ko kültürü 

sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop görüntüleri 

 

   
 

A-U87CD24 (DİO) 
 

B-M2(U266sup) (DİD) 
 

U87CD24 (DİO)+ M2(U266sup) 

(DİD)  

Şekil 3.44. M2(U266sup) (DİD) ve U87CD24(GFP) hücrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko kültür 

sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop görüntüleri 

 

 

 

 

 

 

 
A- U87CD24(DİO) B-M2(IL4) (DİD) C- U87CD24(GFP)+ 

M2(IL4)(DİD) 

  

Şekil 3.45. M2(IL4) (DİD) hücreleri ile U87CD24(GFP) hücrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko kültürü 

sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop görüntüleri 
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Şekil 3.46. M2(IL4) (DİD) hücreleri ve U87WT(DİO) hücrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko kültürü 

sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop görüntüleri 

 

   

 

A- U87WT(DİO) B- M0(DİD) C-U87WT(DİO)+M0(DİD) 

 
Şekil 3.47. M0 (DİD) hücreleri ve U87WT(DİO) hücrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko kültürü sonucu 

elde edilen (63X) konfokal mikroskop görüntüleri 

  

 
 
 
 
 
 
 

  

A- U87CD24(DİO) B-M0(DİD) C- U87CD24(GFP)+ M0(DİD) 

 

Şekil 3.48. M0 (DİD) makrofaj hücreleri ile U87CD24 (DİO) hücrelerin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko 

kültürü sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop görüntüleri 
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Şekil 3.49. U87WT (DİO) işaretli hücrelerin 10X floresan mikroskop görüntüleri 

 

   
A- 20x B -63x C-63x 

Şekil 3.50. M1 makrofaj (DİD) hücrelerin konfokal mikroskop görüntüleri A-20X B-63X C-63X 

 

 
 

Şekil 3.51. Floresan Mikroskop ile Fagositoz Oranlarının Belirlenmesi 
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durum* hücre crosstabulation 

U87WT+12E9- M0 (PMA) M1(LPS+IFN) M2(IL4) 

Var Count 

     % within durum 

      % within hücre  

48a 

28,1% 

48% 

33a 

19,3% 

33% 

90b 

52,6% 

90%% 
 

Çizelge 3.3. U87WT+12E9- hücrelerinde fagositoz oranının  durum* hücre Crosstabulation tablosu 

 

Chi-Square Tests 

U87WT+12E9- Value df Asymp. Sig 

(2-sided) 
Pearson Chi-Square 

Likelihood Ratio 

 

 

71,236a 

79,667 

35,865 

2 

2 

1 

,000 

,000 

,000 

 

Çizelge 3.4. U87WT+12E9- hücrelerinde fagositoz oranının  istatistik sonuç tablosu 

 

U87+12E9- M0, M1, M2(IL4) hücreleri arasında M1 ve M2(IL4) makrofajlar 

arasındaki fark anlamlılıdır. Bu anlamlılık Pearson Chi-Square analizi yapılarak 

anlamlı bulunmuştur. P<0,000’dır.  MO ve M1 makrofaj arasındaki fark anlamlı 

değildir.  

 

durum* hücre crosstabulation 

U87WT+12E9 M0 (PMA) M1(LPS+IFN) M2(IL4) 

Var Count 

     % within durum 

      % within hücre 

53a,b 

33,5% 

53% 

43b 

27,2% 

42,6% 

62a 

39,2% 

62,0% 

 
Çizelge 3.5. U87WT+12E9 hücrelerinde fagositoz oranının  durum* hücre Crosstabulation tablosu 

 

Chi-Square Tests 

U87WT+12E9 Value df Asymp. Sig 

(2-sided) 
Pearson Chi-Square 

Likelihood Ratio 

 

7,619a 

7,665 

1,619 

2 

2 

1 

,022 

,022 

,203 
 

Çizelge 3.6. U87WT+12E9 hücrelerinde fagositoz oranının  istatistik sonuç tablosu 
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U87WT+12E9 M0, M1 ve M2(IL4) grubundaki tüm makrofaj hücre grupları arasında 

anlamlı fark vardır.  Bu anlamlılık Pearson Chi-Square analizi yapılarak anlamlı 

bulunmuştur. P<0,022*. 

 

durum* hücre crosstabulation 

U87CD24+12E9- M0 (PMA) M1(LPS+IFN) M2(IL4) 
Var Count 

     % withindurum 

      % within hücre 

48a 

47,1% 

47,5% 

54a 

52,9% 

54% 

102 

100% 

50,7% 

 

Çizelge 3.7. U87CD24+12E9 hücrelerinde fagositoz oranının  durum* hücre Crosstabulation tablosu 

 

Chi-Square Tests 

U87CD24+12E9- Value df Asymp. Sig 

(2-sided) 
Pearson Chi-Square 

ContinuityCorrection 

Likelihood Ratio 

 

Linear-by-Linear 

Association 

,843a 

,604 

,844 

 

,839 

 

1 

1 

1 

,359 

,437 

,358 

 

,360 

  
Çizelge 3.8. U87C24+12E9- hücrelerinde fagositoz oranının  istatistik sonuç tablosu 

 

U87CD24+12E9- uygulanmayan M0, M1, M2(IL4) makrofaj hücre grupları arasında 

anlamlılık yoktur. Bu anlamsızlık Pearson Chi-Square analizi yapılarak bulunmuştur.  

P >0,359 

 

durum* hücre crosstabulation 

U87CD24+12E9 M0 (PMA) M1(LPS+IFN) M2(IL4) 

Var Count 

     % within durum 

      % within hücre 

52a 

25,4% 

52% 

73b 

35,6% 

72,3% 

80b 

39,0% 

80% 
 

Çizelge 3.9. U87CD24+12E9 hücrelerinde fagositoz oranının  durum* hücre Crosstabulation tablosu 
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Chi-Square Tests 

U87CD24+12E9 Value df Asymp. Sig 

(2-sided) 
Pearson Chi-Square 

ContinuityCorrection 

Likelihood Ratio 

 

Linear-by-Linear 

Association 

19,264a 

19,098 

17,987 

 

 

301 

2 

2 

1 

,000 

,000 

,000 

 

 

Çizelge 3.10. U87C24+12E9 hücrelerinde fagositoz oranının  istatistik sonuç tablosu 

 

U87CD24+12E9 uygulanan hücrelerin M0, M1, M2(IL4) grubundaki makrofaj 

hücreleri arasından M0 ve M1 makrofaj hücreleri arasında anlamlı bir fark vardır. Aynı 

zamanda M0 ve M2 (IL4) makrofaj hücreleri arasında da anlamlı bir fark vardır. Bu 

anlamlılık Pearson Chi-Square analizi yapılarak anlamlı bulunmuştur. P<0,001* 
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4. TARTIŞMA 
 
 
 

Glioblastom (GBM), merkezi sinir sisteminin en yaygın ve agresif 

tümörlerinden biridir ve uygulanan tedavilere rağmen GBM hastalarının ortalama 

hayatta kalım süresi 12-14 aydır. Günümüzde, GBM hastalarında cerrahi rezeksiyonu 

takiben radyoterapi ve Temozolomid (TMZ) uygulamasını içeren kemoterapi 

uygulanmaktadır. TMZ, GBM ve astrositomları tedavi etmek için kullanılan oral bir 

alkilleyici ajandır. Bununla birlikte, TMZ ile tedavi edilen hastaların en az %50'si O6- 

metilguanin metiltransferazın (MGMT) aşırı ekspresyonundan ve/veya farklı kemo-

dirençle ilişkili moleküler yolakların aktivasyonu nedeni ile TMZ'e yanıt 

vermemektedir. Bu nedenle, GBM’de maligniteyi yönlendiren moleküler yolların 

daha iyi anlaşılmasına ve spesifik olarak tümör hücrelerini ve tümör mikroçevresini 

hedefleyen çeşitli ajanların geliştirilmesine acil ihtiyaç bulunmaktadır. 

 

 

Normalde, myeloid progenitör hücre hattından köken alan makrofajlar, doğal 

immün sistemin hücreleri olup mikropları ve / veya ölü / hasarlı hücreleri fagozite 

ederek veya antijen sunan hücre olarak görev yaparlar. Makrofajlar, aldıkları uyarı 

tipine bağlı olarak, pro-inflamatuvar veya anti-inflamatuvar cevap gösterebilirler. 

Yapılan çalışmalar, makrofajların temelde M1 ve M2 makrofajlar olmak üzere iki alt 

gruba ayrıldığını göstermiştir. Ayrıca, M1 ve M2 makrofajları, yüzey reseptör ifadesi, 

doku dağılımı, metabolizma, sitokin ve kemokin üretimi, işlev ve hücre içi sinyal 

iletimi açısından önemli farklılıklara sahiptir. M1 makrofajları veya klasik olarak 

aktive olan makrofajlar, fagositoz yeteneğine sahip aşırı miktarda reaktif oksijen ve 

azot türevlerini üretebilen hücreler olup, yardımcı T hücresi 1 (Th1) tipi cevabını 

etkinleştirmektedir. M1 makrofajlar, iki önemli inflamatuvar sitokin olan IL-12 ve IL-

23 salgılarlar. IL-12, yüksek miktarda IL-17 salgılayan Th17 hücrelerinin 

aktivasyonunu ve klonal çoğalmasını arttırarak inflamasyona katkıda bulunmaktadır. 

Toll-benzeri reseptör 4 (TLR4) ile etkileşen IFN-γ ve LPS gibi sinyallerin, in vitro 

olarak makrofajları M1 tipi makrofajlara polarize ettikleri gösterilmiştir.14 Kanser 

oluşumuna karşı verilen makrofaj cevabında, M1 tipi makrofajlar tümöre karşı 
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bağışıklık yanıtında etkin rol oynarlar.  M2 makrofajları IL-4 ve IL-13 gibi sitokinler 

tarafından polarize edilmektedir. M2 makrofajları ayrıca TGF-beta ve IL-10 da dahil 

olmak üzere anti-enflamatuvar sitokinlerin salınmasına neden olarak doku onarımını 

teşvik etmek için hücre zarının yeniden şekillenmesi ve anjiyogenez gibi süreçleri 

uyarmaktadır. Kanser oluşumuna karşı verilen makrofaj cevabında M2 makrofajları 

tümör gelişimini ve metastazını uyarıcı ve ayrıca tümöre karşı bağışıklık yanıtını 

baskılayıcı etki gösterirler. 

 

 

Makrofajların tümör hücrelerini fagosite etmesi süreci tümör hücreleri 

üzerinde ifade edilen pro-fagositoz ("BeniYe") sinyalleri ve anti-fagositoz ("Beni-

Yeme") sinyalleri de dâhil olmak üzere bir dizi uyarım tarafından düzenlenmektedir. 

Tümör hücresine ait “Beni-Yeme” sinyalleri sinyal düzenleyici protein a (SIRP a), 

programlanmış hücre ölümü 1 (PD-1), lökosit immünoglobulin benzeri reseptör 1 

(LILRB1) ve Siglec’lerin de dâhil olduğu fagosit yüzeyi reseptörleri ile etkileşime 

girmektedir. Fagosit yüzeyindeki reseptörler ile tümör hücresi yüzeyindeki ligantlar 

arasında gerçekleşen fagositozu baskılayıcı bu etkileşim tümör hücrelerinin bağışıklık 

savunmasından kaçmasını sağlamaktadır. Son araştırmalar CD24'ün tümörlerde 

baskın çeşitteki bağışıklık denetim noktalarından biri olduğunu göstermiştir. CD24’ün 

sialik asit bağlayıcı Ig benzeri lektin 10 (SIGLEC10) ile etkileşimi tümör immün 

kaçışını etkinleştirmektedir. CD24 küçük, fazla glikosillenmiş, musin benzeri bir 

hücre yüzey proteini olup hücre zarına GPI (glikosilfosfatidilinositol) çapası ile 

bağlanan yeni tanımlanmış bir “BeniYeme” sinyalidir. CD24’ün yüksek ifadesi ve 

invazyona katkısı insan GBM hücrelerinde gösterilmiştir. 

 

 

Tümör mikroçevresinde bulunan makrofajlar tümöre karşı pro-enflamatuvar M1 veya 

tümör gelişimine yardımcı olan anti- enflamatuar M2 makrofajlardır. Tümör ilişkili 

makrofajlar (TAM) M2 makrofajlarla benzer birçok özellik taşırlar. TAM’lar birçok 

tümörde yoğun olarak bulunurlar. Tümöre infiltre olan TAM’ların sayısı ile hastalığın 

kötü prognozu arasında pozitif bir korelasyon olduğu raporlanmıştır. TAM’ların ayrıca 
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standart tedavilere karşı direnç geliştirmede rol oynadıkları da bilinmektedir. 

TAM’ların GBM’de tümöre en fazla sızan bağışıklık hücreleri oldukları rapor 

edilmiştir. Katı tümörlerde tümör kitlesinin %5-40’ını TAM’lar oluşturmaktadır. 

 

 

Tümörle ilişkili makrofajlar (TAM) salgıladıkları faktörler aracılığıyla tümör 

hücrelerinin invaziv bir fenotip kazanmasına neden olurlar. Genel olarak Tümörle 

ilişikili makrofajlar (TAM), M2 makrofajlara fenotipik ve fonksiyonel özellikler 

açısından benzerlik gösterirler. 

 

 

İnsan GBM hücrelerinde CD24’ün yüksek ifade edildiği ve CD24 sinyalinin 

GBM hücrelerinin invaziv özelliğinde önemli rol oynadığı ve kötü prognozla ilişkili 

olduğu bilinmektedir. Tümör hücresinin immün sistemden kaçış mekanizmalarından 

olan "Beni Yeme" sinyallerinden biri de tümör hücreleri tarafından ifade edilen CD24 

ile makrofajlar tarafından ifade edilen Siglec10’un birbirine bağlanmasıdır. Yapılan 

bu tez çalışmasında anti-CD24 MoAb kullanılarak CD24-Siglec-10 etkileşiminin 

engellenmesi ve TAM özelliği gösteren makrofajlara yeniden fagositik özellik 

kazandırılması hedeflenmektedir. 

 

 

Barkal ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada CD24’ün yeni bir “Beni Yeme” 

sinyali olduğunu bu durumun ise meme ve over kanseri hastaları için umut vadedici 

bir tedavinin önünü açacağı ifade edilmiştir. 

 

 

Siglec'ler immünoglobulin süper ailesinin üyeleri olup hücre dışında siyalik 

asit bağlanma bölgesini de içeren 2-17 Ig (immunoglobulin) alanından oluşan hücre 

yüzeyi transmembran reseptörleridir. Makrofaj, dendritik hücre ve nötrofil gibi 

hücrelerde belirgin şekilde ifade edilirler. SIGLEC ailesi proteinleri siyalillenmiş 

oligosakkaritlere bağlanmaktadır. Örneğin, hücre dışı bölgesi yüksek derecede 
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siyalillenmiş olan CD24 transmembran proteini makrofajlarda özgül olarak ifade 

edilen SIGLEC10 reseptörüne bağlanarak makrofajların fagositoz işlevini 

baskılamaktadır. Birçok SIGLEC ailesi proteininin sitoplazmik alanı immün reseptör 

tirozin temelli baskılayıcı motiflere (ITIM) sahiptir. Bu protein motifleri SHP-1 ve 

SHP-2 gibi tirozin fosfatazlarının da katılımını sağlayarak makrofajlar tarafından 

yönetilen fagositoz sürecinin baskılanmasında görev almaktadır. CD24- SIGLEC10 

etkileşimi sonrasında SRC ailesi tirozin kinazları SIGLEC10’un sitoplazmik 

bölgesinde bulunan tirozin temelli sinyal iletim motifini fosforlar. SIGLEC10 

fosforilasyonunun sonucunda SH2 alanını içeren proteinlerin (“özellikle SHP-1, SHP-

2 veya sitokin sinyalizasyon baskılayıcısı 3 (SOCS3)’ün) katılımı da sağlanmakta ve 

bu proteinler etkinleştirilmektedir. Makrofaj hücresi yüzeyindeki SIGLEC10 

reseptörü ile tümör hücrelerinin yüzeyindeki CD24 arasındaki etkileşim makrofajlarda 

SIGLEC10’un hücre içi bölgesinde SHP-1 ve SHP-2 fosfatazlarının aracılık ettiği anti-

enflamatuvar ve anti-fagositik sinyal iletim yolaklarının etkinleşmesine yol 

açmaktadır. CD24 ve SIGLEC10 arasındaki etkileşim makrofajların fagositoz 

yapabilirliğini baskıladığı için CD24’ü yüksek ifade eden tümörlerin immün kaçışı 

desteklenmekte ve bu tümörler fagositozla yok edilememektedir. Sağlıklı doku ve 

hücreler anti-fagositoz molekülleri ifade ederek makrofajların kendilerini fagosite 

etmesini önleme konusunda doğal bir yeteneğe sahipken, kanser hücreleri immün 

kaçış mekanizmalarını kullanmaktadır. Yapılan çalışmalar makrofajların GBM’de en 

yüksek derecede tümöre sızıcı özellik gösteren bağışıklık hücreleri olduklarını 

vurgulamaktadır. Yakın zamanda elde edilen bulgular CD24 ve SIGLEC10 gen 

ifadelerinin GBM’de yüksek olduğunu ve bu durumun kötü prognoz ile ilişkili 

olduğunu göstermiştir. 

 

 

Chanput ve arkadaşları THP-1 hücre hattındaki hücrelerin hem aktif hem de 

dinlenme koşullarında immün modüle edici etkilerini araştırmak/tahmin etmek için 

önemli bir model olarak benzersiz özelliklere sahip olduğu sonucuna varmışlardır. 
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M0 makrofajların M1 polarize makrofajlara farklılaşması için kullanılan IFN-γ 

ve LPS konsantrasyonları yapılan bazı çalışmalarla belirlenmiştir. (20 ng ml IFN-γ  ve 

10 pg/ml LPS 24 saat inkübasyon süresiyle (Genin ve ark., 2015) ve 20 ng/ml IFN-γ 

+ 1 mg/ml LPS ile 24 saatlik inkübasyon süresiyle (Chanput ve ark., 2013) M1 

makrofaja farklılaştığı belirlenmiştir. Çalışmamızda M1 makrafajların farklılaşma 

sürecinde 20 ng ml IFN-γ ve 10 pg/ml LPS ile birlikte 24 saatlik inkübasyon süresi 

uygulanmıştır. 

 

 

Literatürde 20ng/ml IL4’ün (24-48-72) saat muamelelerinde en yüksek CD206 

ifadesine 72 saatte ulaşıldığı bildirilmiştir. Buradan çıkan sonuçlara göre M2(IL4) 

makrofaj hücrelerine farklılaştırma çalışmalarında IL4 uygulama süresinde 

optimizasyon yapılmalıdır. 

 

 

Literatürde, CD47 SIRPa arasındaki immün blokajın kaldırılmasına yönelik 

klinikte faz 1 çalışmaları mevcutken, CD24- Siglec10 arasındaki immun blokajın 

kaldırılmasına yönelik henüz kliniğe geçmiş bir çalışma bulunmamaktadır. Bu durum 

CD24- Siglec10 arasındaki blokajın kaldırılması için klinik açıdan değer taşımaktadır. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 
 

 

M0 makrofaj hücrelerinin M2 makrofajlara farklılaşması için ayrı ayrı U266 

hücre süpernatantı 1:1 oranında RPMI besiyeri ile hem de 20 ng/ml IL4 ile 48 saat 

inkübasyonu gerçekleştirilmiştir.  

 

 

M2(IL4) makrofaj hücrelerini elde edebilmek için tek başına 48 saat 20ng/ml 

IL4 muamelesinin yeterli olmadığı tespit edilmiştir. 20ng/ml IL4 uygulanmasına ek 

olarak U87CD24 hücre süpernatantları ile birlikte muamelenin CD206 ifadesinde 

%30,4 oranında daha anlamlı bir değere sahip olduğu gösterilmiştir 

 

 

M0 makrofaj hücrelerinin IL1B ekspresyon seviyesinde M1 makrofajlara 

göre artış gözlenmiştir. Bu artış istatiksel olarak anlamlı bulunmamıştır.  

 

 

M2 (U266 sup) IL10 ekpresyon seviyesi artış göstermiştir. Bu artış istatiksel 

olarak anlamlı değildir.  

 

 

M2 (U266 sup) makrofajlarda M1 makrofajlara ve THP-1 monosit hücrelerine 

göre TGFB ekspresyon seviyesinde bir artış gözlenmiştir. Bu artış istatiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır. 

 

 

M2(U266 sup) makrofaj hücrelerinde THP-1 monosit hücrelerine ve M1 

makrofaj hücrelerine göre TNFA ekspresyon seviyesinde bir artış gözlenmiştir. Bu 

artış istatiksel olarak anlamlı değildir. 

 

 

M1 makrofaj hücreleri ve THP-1 hücreleri ile M2(U266sup) makrofaj hücreleri 

CD86 ifadesi analiz edildiğinde anlamlı farklılık bulunmuştur P< ,001*.  
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M0 makrofaj hücrelerinde THP-1 monosit hücrelerine ve M2(U266sup) 

makrofaj hücrelerine göre CD80 ekspresyon seviyesi artış gözlenmiştir. Bu artış 

istatiksel olarak anlamlı bulunmuştur P<, 003*.   

 

 

LPS ve IFN-γ ile indüklenen THP-1 orijinli makrofaj hücrelerinde (M1 

makrofaj hücresi) LPS ve IFN-γ ile indüklenmeyenlere kıyasla CD80 ve CD86 

ifadesinde anlamlı bir artış tespit edilmiştir.  

 

 

M2(IL4) makrofaj (DİD) ve U87CD24 (GFP) yüksek ifade eden hücrelerin 24 

saat ko kültürü sonucu tümör hücrelerinin M2 makrofaj hücreleri tarafından fagositozu 

M2 (IL4) (DİD) hücrelerin içine U87CD24 GFP işaretli hücrelerin alınması ile 

floresan mikroskobunda sayılarak tespit edilmiştir. 

 

 

M0+(U87CD24sup) uygulanan hücrelerdeki Siglec 10 ekspresyon seviyesi 

yaklaşık 6 kat artış göstermiştir ve M0+(U87CD24sup) hücrelerine 12E9 Monoklonal 

antikoru uygulandığında fagositoz oranı %51,85 iken uygulanmayan grupta bu oran 

%38,50’dir. 12E9 Monoklonal antikoru, M0+(U87CD24sup) hücrelerinde Siglec 10 

blokajını ortadan kaldırmıştır. 

 

 

M2(IL4)+U87WT-12E9 Monoklonal antikoru uygulanmayan hücreler için 

fagositoz oranı 90 % iken M2(IL4) +U87WT+12E9 Monoklonal antikoru uygulanan 

gruplarda bu oran % 62dir. 12E9 Monoklonal antikoru olmadan U87WT hücreleri 

daha fazla fagositoza uğramaktadır 

 

 

M2(IL4) +U87CD24-12E9 Monoklonal antikoru uygulanmayan hücreler için 

fagositoz oranı 50,7% iken M2(IL4)+ U87CD24+12E9 Monoklonal antikoru 

uygulanan gruplarda bu oran %80’dir. 12E9 Monoklonal antikorunun uygulanması 

M2(IL4) U87CD24 hücrelerinin daha fazla fagositoz yapmasına neden olmuştur. 
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M1+U87WT-12E9 Monoklonal antikoru uygulanmayan hücreler için 

fagositoz oranı %33 iken M1+U87WT+12E9 Monoklonal antikoru uygulanan 

gruplarda bu oran %42,6’dır. 12E9 Monoklonal antikoru varlığında M1 makrofajı 

U87WT hücrelerini daha fazla fagositoza uğratmıştır. 

 

 

U87CD24 (GFP) hücreler ile kokültürü yapılan M1 makrofaj (DİD) 

hücrelerinin 12E9 Monoklonal antikoru muamelesi sonucunda M1 makrofaj 

hücrelerinin U87CD24 yüksek ifade eden tümör hücrelerini floresan mikroskoptaki 

fagositoza uğratma oranı % 47.5’dan %72,5’a yükseldiği belirlenmiştir. 

 

 

M2(IL-4)+U87CD24-12E9 Monoklonal antikoru uygulanmayan hücreler için 

fagositoz oranı % 54 iken M2(IL-4)+U87CD24+12E9 Monoklonal antikoru 

uygulanan gruplarda bu oran % 80 olarak belirlenmiştir. 12E9 Monoklonal antikoru 

varlığında M2 makrofajı Siglec10’un baskılayıcı etkisinden kurtularak U87CD24 

hücrelerini daha fazla fagositoza uğratmıştır.  

 

 

M0+U87CD24, 12E9 Monoklonal antikor uygulanan grupta fagositoz oranı % 

51,85 iken uygulanmayan grupta bu oran %38,5 olarak tespit edilmiştir. U87CD24sup 

hücrelerinde fagositoz 12E9 Monoklonal antikoruna bağlı olarak gerçekleşmektedir. 

12E9 uygulaması M0+U87CD24 hücrelerinde fagositozun artmasına neden olmuştur. 

 

 

CD24’e özgü üretilen 12E9 Monoklonal antikoru GBM kanser hücreleri ve 

TAM’lar arasındaki –sırasıyla- CD24- SIGLEC10 etkileşimlerini ortadan kaldırmak 

ve dolayısıyla makrofajların yeniden etkinleşmesini ve fagositoz yeteneklerini yeniden 

kazanmalarını sağlamak için kullanılmıştır. Böylece makrofajların üzerindeki 

bağışıklık baskılamasının kaldırılabilirliği ve fagositoz aracılı tümör temizliğinin 

yapılabilirliği araştırılmıştır. CD24’e özgü kendi sentezlediğimiz özgün 12E9 

MoAb’ın GBM Glioblastoma tümör hücreleri/kök hücrelerinin temizlenmesinde 
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önemli rol oynayan makrofajların yeniden etkinleşmesine olan etkilerinin ilk kez 

araştırılması bu tez çalışmasının özgün değerini oluşturmaktadır. 
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ÖZET 

 

 

 
Makrofaj Siglec-10 – CD24 Tümör “beni yeme” Sinyalinin 12E9 Monoklonal 

Antikoru ile İmmunoterapötik Hedeflenmesi 

 

Tümör mikroçevresinde bulunan makrofajlar tümöre karşı pro-inflamatuar M1 veya 

tümör gelişimine yardımcı olan M2 makrofajlardır. Tümör ilişkili makrofajlar (TAM) M2 

makrofajlarla ilişkilendirilmektedir. TAM’ların birçok tümörde yoğun olarak bulunduğu ve 

tümör ortamına sızan TAM’ların sayısı ile hastalığın kötü prognozunun ilişkili olduğu ve 

ayrıca standart tedavilere karşı direnç geliştirmede rol oynadıkları da bilinmektedir. GBM’de 

TAM’ların tümör ortamına en fazla sızıntı yapan bağışıklık hücreleri oldukları rapor 

edilmiştir. Yapılan çalışmalar yüksek dereceli gliomalarda M2 makrofajların varlığı ile 

hastalığın kötü prognozu arasında bir korelasyon saptandığını belirtmektedir. Ayrıca, yeniden 

programlanmış M1 makrofajların GBM hücrelerinin büyümesini baskıladığı, M2 

makrofajların ise tümör büyümesini ve tedaviye direnci desteklediği gösterilmiştir. TAM’ların 

çeşitli sitokinler veya kemokinler tarafından düzenlenebilmesi; tümör gelişimi ve ilerlemesini 

destekleyen ortam oluşturması ve tedaviye dirençle ilişkisi TAM temelli yeni 

immünoterapilerin geliştirilmesini ve böylece tümör ilerlemesinin bloke edilerek hasta sağ-

kalımının uzatılmasıyla klinik sonuçların iyileştirebileceği öngörülmektedir.  

Tümör hücreleri bağışıklık sisteminin etkinleşmesinden kaçmak için bağışıklık 

denetim noktalarını içeren anti-fagositik yolakları kullanmaktadır. Tümör hücresinin 

bağışıklık sisteminden kaçış mekanizmalarından olan "Beni Yeme" sinyallerinden biri de 

tümör hücreleri tarafından ifade edilen CD24’ün makrofajlar tarafından ifade edilen 

Siglec10’a bağlanmasıdır. CD24’ün özellikle over ve meme kanserinde dominant immün 

kontrol noktası olabileceği ve kanser immünoterapisi için yeni ve umut verici bir hedef olduğu 

vurgulanmaktadır. CD24’ün sialik asit bağlayıcı Ig benzeri lektin 10 (SIGLEC10) ile 

etkileşimi tümör immün kaçışını etkinleştirmektedir. CD24’ün yüksek ifadesi kötü prognoz 

ile ilişkilendirilmiştir.  

Proje yürütücüsünün daha önce ifade ettirdiği CD24’e özgü 12E9 MoAb’ın GBM 

tümör/kök hücrelerinin temizlenmesindeki rolü araştırılmıştır. 

12E9 Monoklonal antikorunun uygulanması M2(IL4) +U87CD24, M1 makrofajı + 

U87WT, M1+ U87CD24, M0+ U87CD24 hücrelerinin daha fazla fagositoz yapmasına neden 

olmuştur. 

12E9 Monoklonal antikoru Siglec10’u en yüksek ifade eden M2 makrofaj 

hücrelerinde Siglec10-CD24 “Beni yeme etkisi” ni baskılayarak U87CD24 hücrelerini daha 

fazla fagositoza uğrattığı ilk kez belirlenmiştir. 

 

Anahtar Sözcükler: CD24, Glioblastoma Multiforme, M0/M1/M2 Makrofaj, Temozolomid, 

Siglec10  
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SUMMARY 
 
 
 

Immunotherapeutic targeting of macrophage Siglec10- Tumor CD24 “don’t eat 

me” signalling by 12E9 monoclonal antibody 

 

Macrophages found in the tumor microenvironment are pro-inflammatory M1 or M2 

macrophages that help tumor development against the tumor. Tumor-associated macrophages 

(TAM) are associated with M2 macrophages. It is also known that TAMs are intensively found 

in many tumors and that the number of TAMs infiltrating the tumor environment is associated 

with a poor prognosis of the disease, and they also play a role in developing resistance to 

standard treatments. It has been reported that in GBM, TAMs are the immune cells that leak 

the most into the tumor environment. The conducted studies indicate that a correlation has 

been Deciphered between the presence of M2 macrophages in high-grade gliomas and the poor 

prognosis of the disease. It has also been shown that reprogrammed M1 macrophages suppress 

the growth of GBM cells, while M2 macrophages promote tumor growth and resistance to 

treatment. The ability of TAMs to be regulated by various cytokines or chemokines; it is 

anticipated that the development of new immunotherapies based on the creation of an 

environment that supports tumor development and progression and its relationship with 

resistance to treatment can improve clinical outcomes by blocking tumor progression and thus 

extending patient survival. 

Tumor cells use anti-phagocytic pathways containing immune control points to escape 

the activation of the immune system. One of the "Don't Eat Me" signals, which is one of the 

escape mechanisms of the tumor cell from the immune system, is the binding of CD24, 

expressed by tumor cells, to Siglec10, expressed by macrophages. It is emphasized that CD24 

may be the dominant immune checkpoint, especially in ovarian and breast cancer, and is a new 

and promising target for cancer immunotherapy. The interaction of CD24 with sialic acid 

binding Ig-like lectin 10 (SIGLEC10) activates tumor immune escape. High expression of 

CD24 has been associated with poor prognosis. The original value of the project is that it will 

be investigated for the first time the effects of CD24-specific MoAb, which the project 

coordinator has previously expressed, on the reactivation of macrophages, which play an 

important role in clearing GBM tumor cells. 

The role of CD24-specific 12E9 MOAB, which the project manager had previously 

expressed, in the clearance of GBM tumor/stem cells was investigated. 

 

The application of 12E9 monoclonal antibody caused M2(IL4) +U87CD24, M1 

macrophage + U87WT, M1+ U87CD24, M0+ U87CD24 cells to perform more phagocytosis. 

 

It has been determined for the first time that the 12E9 monoclonal antibody suppresses 

the Siglec10-CD24 “eat me effect” in M2 macrophage cells expressing Siglec87cd24 cells to 

further phagocytose Siglec10-CD24 cells. 

 

 

 

Keywords: CD24, Glioblastoma Multiforme, M0/M1/M2 Macrophage, Temozolomide, 

Siglec10.  
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