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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, diinya ¢capinda onemli bir halk sagligi sorunudur ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir (Siegel ve ark., 2019). Kiiresel kanser
yiikiiniin 2018 yilinda 18,1 milyon yeni vakaya ve 9,6 milyon 6liime yiikseldigi tahmin
edilmektedi. GLOBOCAN (Diinya Saglik Orgiitii'niin Uluslararas1 Kanser
Arastirmalar1 Ajansi Kiiresel Kanser Gozlemevi), 2040 yilina kadar diinya ¢apinda her
yil% 61,7 artisla 27,5 milyon yeni kanser vakasi olacagimi ongérmektedir. Bu
ongoriilen artisin biiyiikk bir kismi niifus artis1 ve yaslanma gibi demografik
faktorlerden kaynaklanmaktadir, ancak sosyal ve ekonomik kalkinmaya bagli bazi
kanserlerin artan prevalansi da bir faktordiir. Giiniimiizde en sik teshis edilen kanser
ve kanser dliimiiniin 6nde gelen nedeni, ekonomik gelisme derecesine ve buna bagh
sosyal ve yasam tarzi faktorlerine bagh olarak tilkeler arasinda ve her iilke iginde
farklilik gostermektedir (Bray ve ark., 2018). Yiiksek gelirli iilkeler tiim kanserler
(akciger, kolorektal, meme ve prostat kanseri dahil) i¢in en yliksek insidans oranlarina
sahiptir. Bununla birlikte 6liim oranlar1 azalmaktadir. Diisiik ve orta gelirli iilkelerde,
enfeksiyona bagli kanserlerin orantisiz yiikiinii temsil eden mide, karaciger, 6zofagus
ve rahim agz1 kanseri oranlar1 daha yiiksektir ve etkili tarama ve tedaviye erisim

eksikligi nedeniyle 6liim oranlar yiiksek kalmaktadir (Torre ve ark., 2016).

"Kanser" viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimeye ve cogalmaya
basladigi, hiicre 6liimiinii 6nleyebildigi ve organlar da dahil olmak iizere saglikl
dokular1 istila edip yok etmeye devam ettigi bir durumu tanimlamak i¢in kullanilir
(Alberts ve ark., 2008). Kanser 6nde gelen 6liim nedeni olmasi nedeniyle yiizyilimizin
en ¢ok arastirilan hastaliklarindan biridir. A¢iktir ki kanser normal hiicreleri giderek

kotii huylu hale getiren ¢ok siirecli ve ¢ok genli bir hastaliktir.



Hyperplasia and
Dysplasia

Normal Tissue

Metastasization Invasive Cancer Cancer Dissemination Angiogenesis

Sekil 1.1. Kanser Gelisim Siireci (Weinberg 1996, 2004)

Kanserli bir tiimor normal dokudan daha sik ¢ogalan ve kontrolsiiz bir sekilde
invaziv ve metastatik ozelliklere sahip bir hiicre kolonisini ifade eder (Roy ve ark.,
2016). Mevcut en yeni bilgilere gore kanserin neden oldugu mortalite son on yilda
hem erkeklerde hem de kadinlarda azalmis olsa da, Amerika Birlesik Devletleri'nde
kardiyovaskiiler hastaliktan sonra en sik goriilen ikinci 6liim nedenidir (Siegel ve ark.,
2018; Xu ve ark., 2016). Genel olarak kanser gelisiminin nedeni, hiicre dongiisiinii
diizenleyen bir veya daha fazla proteindeki genetik bir kusurdur. Bazi durumlarda
kusurlu gen kalitsaldir. Diger bazi durumlarda g¢evresel kanserojenlere yanit olarak
mutasyonlar meydana gelir. Genel olarak hem kalitsal hem de ¢evresel faktorler bir
arada bulunur ve kanserin gelismesi i¢in mutasyonlarin birikmesi gerekir (Iranzo ve
ark., 2018; Zhu ve ark., 2015). Oksidatif stres veya UV radyasyonu gibi ¢evresel
faktorlerden etkilendiginde hiicrenin DNA's1 zarar goriir, onarim mekanizmalari
devreye girer ve hasari onarmaya c¢aligirlar. Onarim mekanizmalar1 hasar1 yeterince
onaramaz ise hiicre 6liim sinyalleri devreye girer. Ancak bu mekanizmalar bozulursa
mutasyona ugramis hiicreler ¢ogalabilir ve hatta zamanla mutasyonlarin birikmesiyle

kanserli bir tiimor olusturabilir (Goldar ve ark., 2015; Torgovnick ve ark., 2015).
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Sekil 1.2. Kanser Belirtileri (Hanahan ve Weinberg 2011)

Ik olarak biiyiime ya bilyiime reseptorlerinin asir1 ifadesi ve otokrin
aktivasyonuna yol agan biiyiime faktorlerinin salgilanmasi ya da biiyiime yollarinin
aktivasyonuna yol acan kazanilmis mutasyonlar veya negatif diizenleyicilerin asagi
regililasyonu yoluyla elde edilebilir. Ayrica, anti-biiyiime sinyallerine karsi duyarsizlik,
hiicre dongiisii inhibisyonu ve hiicre 6liimii ile ilgili genlerin kalic1 olarak baskilanmasi
yoluyla elde edilir, bu da artan genomik kararsizliga ve baska mutasyonlarin
edinilmesine yol agar. Kanser hiicreleri, her hiicre dongiisiiniin sonunda telomerik
uzunlugu koruyan bir enzim olan telomerazi yukari regiile etme yetenekleri nedeniyle
telomerlerin kisalmasindan ve dolayisiyla yaslanma/6limden kacabilirler. Kanser
hiicrelerinin hiicre 6liimiinden kag¢inmasinin bir baska yolu da, DNA hasariin
taninmasini ve programlanmis hiicre 6liimiiniin indiiklenmesini devre dis1 birakan
mutasyonlar edinmektir. Kanser hiicrelerinin yiiksek enerjiye ihtiya¢ duymalari
nedeniyle, oksijen ve besin ihtiyacini artirmak igin tiimoriin etrafinda yeni damarlar
olusturmasi s6z konusudur. Enerji liretimini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in metabolik

yollar1 deregiile ederler. Bunlarin disinda kanser hiicreleri hiicre dis1 matrisi ve hiicre-



hiicre adezyonlarini pargalayan enzimleri salgilamalarina ve bdylece ¢evre dokular
istila etmelerine veya diger organlara metastaz yapmalarina izin veren mutasyonlar
gelistirir. Son olarak kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagabildigi ve timor
mikrogevresini olusturarak normal hiicreleri toplayan tiimor iltithabini indiikleyebildigi

ortaya ¢ikmistir (Hanahan ve ark., 2000; Hanahan ve ark., 2011).

1.2. Bagisiklik Sistemi

Bagisiklik sistemi anormal ¢ogalan hiicreleri zamaninda tespit edip ortadan
kaldirma potansiyeline sahiptir. Genel olarak dogustan gelen bagisiklik ve adaptif
bagisiklik olarak iki kategoriye ayrilir. Dogal bagisiklik spesifik olmayan bir sekilde
herhangi bir enfeksiydz ajana veya doniistiiriilmiis hiicrelere karsi ilk savunma hattini
saglayan hiicresel, biyokimyasal, fiziksel ve yapisal koruyucu mekanizmalardan
olusur. Dogal oldiiriicii hiicreler, makrofajlar, graniilositler, dendritik hiicreler, mast
hiicrelerini igerir. Adaptif bagisiklik spesifik bir bagisiklik saglar ve T-lenfositler, B-
lenfositler ve bunlarin sitokinler ve antikorlar dahil olmak {izere hiimoral aracilarindan
olusur (Shiao ve ark., 2015). Bu sistemin basrol oyuncusu T hiicreleri tarafindan
olusturulmaktadir. Bir tiimdr hiicresi genetik olarak degisip ¢ogalmaya baslamakta ve
bu degisim sirasinda farkli proteinler iiretmektedir. Bu proteinler MHC iizerinden T
hiicrelerine sunulmaktadir. Tiimor hiicrelerine 6zgiin olan T hiicreleri bu antijeni

tanidiktan sonra aktif hale gelip timore karst savunma sistemini olusturmaktadir.
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Sekil 1.3. Normal fizyolojik kosullar altinda dogustan gelen ve adaptif bagisiklik tepkisini aktive eden
diizenleyici yolaklarin basitlestirilmis bir sematik diyagrami (Nguyen ve ark., 2020)

Kanserde bagisiklik sistemi ti¢ farkli sekilde hareket eder (Shiao ve ark., 2015).
Birincisi, bagisiklik sistemi viral enfeksiyonu baskilayarak veya ortadan kaldirarak
konake1y1 viriis kaynakli tiimédrlere karst savunabilir. Ikincisi, bagisiklik sistemi timor
olusumuna yardimci olan inflamatuar durumun gelisimini engellemek i¢in iltihabi
zamaninda ¢ozebilir. Uciinciisii, bagisiklik sistemi tiimdre 6zgii antijenler veya
hiicresel stres tarafindan indiiklenen molekiiller (immiin gdzetimi) ile etkilesime
girerek timor hiicrelerini spesifik olarak taniyabilir ve ortadan kaldirabilir. Kanser

immiino-diizenleme hipotezine gore, normal hiicrelerin genetik degisiminin



transforme (tiimor) hiicrelere yol actigini belirtir. Bu hiicreler ilk dnce dogustan gelen
(yd T hiicreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler) ve adaptif (CD4, CD8, NK, NKT
hiicreleri) bagisiklik sisteminin (“Eliminasyon”) etkisi ile ortamdan yok edilir ve bu
da timor eliminasyonuna yol agabilir. Ancak cogu durumda timdr mutasyona
ugramaya devam eder, bagisiklik sistemi bu duruma adapte olur ve tiimérii kontrol
altinda tutar bu asama denge asamasmi olusturmaktadir. Bagisiklik sistemi
hiicrelerinden NK ve CD8+ sitotoksik T hiicreleri etkinligini kaybettigi zaman CD4+
diizenleyici T (Treg) alt klonu IL-10 ve TGF-f iireterek ¢ogalmaya baglar ardindan
timoriin  metastatik bir forma donligmesine neden olur sistem goérevini yerine
getiremediginde tiimoriin bagisiklik kontroliinden kagtigi asama devreye girer bu

asama kacis fazini olusturmaktadir.
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Sekil 1.4.Kanser immiino diizenleme (Schreiber ve ark., 2011)



1.3. Tiimor Mikrocevresi ve Bagisiklik Sistemi

Tiimo6r mikrogevresi (TME) yapisinda tiimor hiicresinden daha fazla oranda
immiin hiicresi icerir ve bu ortam siirekli olarak degiskenlik gostermektedir. Stromal
hiicreler, fibroblastlar ve endotelyal hiicrelere ek olarak TME dogustan gelen ve
adaptif bagisiklik hiicrelerini igerir. Immiin sistem; anormal ¢ogalan hiicreleri
zamaninda tespit edip ortadan kaldirma potansiyeline sahiptir. Onceki calismalar
agirlikli olarak kanser baglaminda adaptif bagisiklik hiicreleri tizerine odaklanmustir.
Ozellikle T lenfositler, giiclii sitotoksik &zellikleri nedeniyle daha ¢ok arastirma
konusu olmustur, farklilasma durumlar1 diger hiicre tipleri i¢in bir model haline
gelmistir ve “Th1/Th2 paradigmas1” olarak adlandirilmistir (McGuirk ve ark., 2002).
Bu Th1/Th2 paradigmasi T hiicrelerinin farkli sitokin tretimi ile patojene bagimli
immiin yanitlar1 diizenledigini 6ne siirmektedir. Thl hiicreleri bir pro-inflamatuar
fenotipi temsil eder ve Th2 hiicreleri bir immiin baskilayic1 fenotipi ortaya
¢ikarmaktadir. TME ile ilgili literatiiriin genislemesiyle dogustan gelen immiin yanitin
T hiicre fonksiyonlarini kontrol ederek TME'yi dolayli olarak etkilemekle kalmayip
ayni zamanda TME'yi esas alarak sekillendirdigi de agiktir. Bu dogustan gelen immiin
hiicre tipleri arasinda makrofajlar (Me'ler), dendritik hiicreler (DC'ler), nétrofiller,
miyeloid tiirevli baskilayict hiicreler (MDSC'LER), dogal oldiiriicii hiicreler
(NK'LER) ve dogustan gelen lenfoid hiicreler (ILC'LER) bulunur. Mekanik olarak
TME ig¢indeki sitokinler, timor ilerlemesini yonlendiren immiin yanitlarla sonuglanan
immiin fonksiyonlarin1 diizenler. Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri hakkinda
kapsamli bir anlayis gelistirmek ve bu bilgiyi TME'deki islevsiz hiicreleri hedef alan

mevcut tedavilere genisletmek esastir (Hinshaw ve ark., 2019).
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Sekil 1.5. Tiimér Immiin Kacis Mekanizmasi ( Lien Lybart 2017)

1.4. Mononiikleer Fagosit Sistemi

[lk olarak 1882'de Ilya Ilyich Mechnikov tarafindan denizyildizinda
tanimlanmistir. Fagositler, tiim ¢ok hiicreli tiirlerde organizma homeostazini koruyan
evrimsel olarak korunmus bir 16kosit alt kiimesidir (Mechnikov ve ark., 1988). Bu
hiicre tipi 6zellikle memeli tiirleri i¢inde viicuda dagilir ve belirli islevleri yerine
getirmek igin her doku i¢inde bulunur (Schulz ve ark., 2012). Beyin dokusundaki
yerlesik makrofajlar olan mikroglia, hafizay1r korumak i¢in norolojik sinaps iletimini
kolaylastirir ve bagisiklik ayricalikli bir ortamda immiinolojik bir savunma goérevi
gortir (Paolicelli ve ark., 2011; Nayak ve ark., 2014). Karacigerdeki makrofaj olan
Kupffer hiicreleri yabanci patojenik ve atik maddeleri dolasimdan temizler. Dalak

kirmiz1 pulpa makrofajlari, kirmizi kan hiicrelerinin geri doniisiimiinden sorumludur



(Ganz ve ark., 2012; Hvidberg ve ark., 2005). Derideki Langerhans hiicreleri ve
akciger icindeki alveolar makrofajlar gibi koruyucu bariyerlerdeki spesifik makrofaj
alt kiimeleri hem patojenik materyali temizlemekten hem de lokal inflamatuari
arttirmaktan sorumludur (Merad ve ark., 2002; Hussell ve ark., 2014). Kan
dolagimindaki monositler immiin ve inflamatuar yanitlar1 kontrol etmek i¢in bir
makrofaj ortami saglar (Ajami ve ark., 2011). Monositler, hematopoetik
progenitorlerin trettigi kemik iliginden ve kemik fonksiyonunu koruyan osteoklastik
hiicrelerden koken alir. Son olarak plasentanin makrofajlart olan Hofbauer
hiicrelerinin embriyogenez sirasinda anneden bebege sinyal iletimini siirdiirdiigiinii

gosteren kanitlar artmaktadir (Brown ve ark., 2014; Renaud ve ark., 2008).
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Sekil 1.6. Mononiikleer Fagosit Sistemi (Lawrence ve ark.,2011)



1.5. Fagositoz

Fagositoz tek hiicreli organizmalarda beslenme i¢in temel bir siiregtir ve ayni
zamanda ¢ok hiicreli organizmalarin hemen hemen tiim hiicre tiplerinde bulunur.
Bununla birlikte yalnizca profesyonel fagositler adi verilen 6zel bir hiicre grubu
fagositozunu yiiksek verimlilikle gergeklestirir (Rabinovitch ve ark., 1995).
Makrofajlar, notrofiller, monositler, dendritik hiicreler ve osteoklastlar bu 6zel
hiicreler arasindadir. Profesyonel fagositler, adaptif bir bagisiklik tepkisini aktive
etmek i¢in mikroorganizmalar1 uzaklastirmaktan ve antijenleri lenfositlere sunmaktan
sorumludur. Fibroblastlar, epitel hiicreleri ve endotel hiicreleri de fagositozu diisiik
verimlilikle gerceklestirebilir ve bu nedenle profesyonel olmayan fagositler olarak
tanimlanir. Bu hiicreler mikroorganizmalar: sindiremezler ancak 6lii hiicreleri ortadan
kaldirmada ve homeostazi saglamada 6nemlidir (Gordon, 2016). Fagositoz 0,5 um'den
biiyiik partikiilleri algilama ve alma islemidir. Parcacik, kendine 6zgii bir organel olan
fagozoma igsellestirilir. Bu fagozom daha sonra fagozom olgunlagmasi olarak bilinen
bir siiregte zarinin yapisini ve igeriginin bilesimini degistirir (Levin ve ark., 2016).
Fagozom lizozomlarla birleserek fagolizozom haline gelir. Bu yeni organel sindirilen
parcacigi pargalayabilen enzimler igerir (Canton ve ark., 2014). Fagositler apoptotik
hiicreler ve mikrobiyal patojenler dahil olmak {izere potansiyel olarak yutulabilecek
birka¢ farkli pargacigr tanmimlayabilir. Reseptorler parcaci@i bir hedef olarak
algilayarak ve ardindan fagositoz i¢in sinyal yollarini baslatarak bu tanimaya aracilik
eder. Fagositlerin plazma membran reseptorleri opsonik olmayan veya opsonik
reseptorlere ayrilir. Opsonik olmayan reseptorler yutulacak partikiil izerindeki farkl
molekiiler paternlerini dogrudan tanimlar. Bu reseptorler arasinda Dectin-1, Dectin-2,
Mincle veya DC-SIGN gibi C42 tipi lektinler; CD33 gibi lektin benzeri tanima
molekiilleri; ve ¢opcli reseptorler yer alir (Dambuza ve ark., 2015; Li ve ark., 2020;
Canton ve ark., 2013). Toll-like reseptorler (TLR'ler) patojenler iizerindeki molekiiler
paternleri de tespit edebilmelerine ragmen fagositik reseptorler degildirler (Kawai ve
ark., 2011). TLR'ler, fagositozun daha verimli hale getirilmesi i¢in fagositik
reseptorlerle etkilesim halindedir (Iwasaki ve ark., 2015). Opsonik reseptorler hedef
partikiillere bagli konak¢idan tiiretilen proteinleri tespit eder. Opsoninler olarak
bilinen bu proteinler arasinda antikorlar, fibronektin, kompleman, siit yag:1 globulin

(laktadherin) ve mannoz baglayici lektin bulunur (Flannagan ve ark., 2012).
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Opsoninler partikiilleri fagositozun hedefleri olarak etiketler. Fc reseptorleri (FcR) ve
kompleman reseptorleri (CR) en iyi karakterize edilen opsonik reseptorlerdir. FcR'ler,
IgG'nin veya IgA antikorlarimin  Fc kismina baglanir (Bakema ve ark., 2011;.
Kompleman reseptorleri partikiil iizerinde biriken iC3b gibi aktive edilmis kompleman
bilesenlerine baglanir (Van Lookeren ve ark., 2007). Bu baglanmadan sonra fagositik
reseptorler aktin hiicre iskeletinin ve zardaki lipidlerin yeniden sekillenmesine yol
acan sinyal yollarii baglatir, bu da zarin pargacigr kaplayacak sekilde uzamasina
neden olur (Freeman ve ark., 2015). Daha sonra zar distal ugta kapanir ve fagozomu
olusturur. Boylece parcacik fagozomun i¢inde i¢sellesir. Membran uzamasi sirasinda
fagositik reseptorler hedefe sirali bir sekilde baglanir ve fagozom olusumunun
tamamlanmasina yardimci olur (Freeman ve ark., 2016; Ostroswki ve ark., 2016). Bu
erken fagozom geg bir fagozom olusturmak i¢in endositik vezikiillerle ardisik fiizyon
ve fisyon olaylarina ugrar (Desjardin ve ark., 1995). Geg¢ fagozom lizozomlarla birlesir
ve bir fagolizozom olur. Bir fagozomu giiclii bir anti mikrobiyal fagolizozoma
dontistiirme siireci, fagozom olgunlagmasi olarak bilinir (Levin ve ark., 2016).
Fagositoz siirecindeki asamalar; Yutulacak partikiiliin tespiti, i¢sellestirme siirecinin
aktivasyonu, fagozom adi verilen 6zel bir vakuol olusumu ve fagozom olgunlasmasi

basamaklarini icermektedir.
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Sekil 1.7. Makrofaflarin Fagositik Mekanizmalar1 (Hirayama ve ark., 2017)
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1.6. Monosit

Yerlesik bir insan makrofaj hiicre dizisi su anda mevcut degildir. Arastirmacilar
makrofaj davranigini taklit etmek i¢in THP-1 veya U937 hiicre dizileri gibi onkojenik
monositleri kullanir. Monositler kanda dolasan I6kositlerdir. Monositler CD11b'yi (bir
baglanma integrini) ve CD14'"i (Tolllike Reseptor 4 veya 2 (TLR4/TLR2) ile birlesen
ve LPS ile uyarilan sinyal transdiiksiyonunu indiikleyen bir LPS reseptorii) ifade eder
(Taylor ve ark., 2005). Yetiskin kemik iliginden hematopoietik kok hiicrelerden kdken
alirlar. Monosit soyuna dogru aktive edildiginde bu kok hiicreler Ortak Miyeloid
Progenitorlerine (CMP'ler) farklilasir. Bu CMP'ler Graniilosit ve Makrofaj
Progenitorleri (GMP'ler) olarak farklilagir. GMP'ler daha sonra Makrofaj ve Dendritik
Hiicre Progenitorlerine (MDP'ler) giden bir yol izler. Son olarak insan monositi bu
MDP'lerden gelisir. Hematopoietik kok hiicreler kanda dolasan monositlere
doniligmeden once bir dizi boliinmeden gegmektedir (Chow ve ark., 2011). Monositler
bir makrofaj veya dendritik hiicre yolu boyunca farklilagma potansiyeline sahiptir.
Makrofaj farklilagsmasi Runt ile ilgili transkripsiyon faktoriiniin veya ETS ailesi
transkripsiyon faktorii PU.1'i kodlayan RUNXI'in aktivasyonunu gerektirir. PU.1
ifadesi monositin bir makrofaj farklilasma modelini takip etmesine ve siirdiirmesine

neden olur (Lawrence ve ark., 2011).
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Sekil 1.8. Monositin hematopoietik kok hiicre progenitdriinden olgunlasmasi (Chow ve ark., 2011)
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1.7. Makrofajlar

Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri arasinda monosit tiirevli makrofajlar (M¢s)
en iyi Thl/Th2 paradigmasini yansitir. Basitge M¢'ler inflamatuar M1 (klasik olarak
aktive edilmis) veya immiin baskilayici M2'ler (alternatif olarak aktive edilmis) olarak
polarize edilebilir (Yang ve ark., 2017). Me'ler fagositoz ve antijen sunumu yoluyla
bagisiklik tepkilerini modiile eder ve ayrica yara iyilesmesinde ve doku onariminda
islev goriir, boylece bagisiklik homeostazi i¢in onlar1 gerekli kilar (Chen ve ark.,
2015). Mo'ler dokuya Ozgiidir ve yara iyilesmesi, doku olusumu, pihtilasma,
iltihaplanma ve doku yeniden organizasyonunun tiim asamalarina katkida bulunurlar
(Peiseler ve ark., 2018). Me'ler ilk olarak embriyonun 7. giiniinde yolk kesesinde
ortaya ¢ikar ve oradan dokuda yerlesik Mo'ler olusturmak igin periferik dokulara
yayilir ancak yetiskin doku Me popiilasyonlarinin ¢ogu (dalak, akciger ve deri dahil)
fetal karacigerden koken alir. Yolk kesesi tarafindan olusturulan Me'lerin yerini fetal
karacigerden kaynaklanan Mg'lerin aldig1 bilinmektedir. Spesifik olarak fetal
karacigeri kolonize eden hematopoietik kok hiicreler monositler de dahil tim
hematopoietik soylara farklilagir (Varol ve ark., 2015). Kanser baglaminda Mg
aliminin bir bi¢imi kemokinler (CCL1, CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5, CCL7, CXCL1,
CXCL2, CXCL4, CX3CL1) tarafindan monositler olarak kemik iliginden koken alir
ve buna yanit olarak Mg farklilasmasina yol acar. TME; IL-4, IL-13, IL-10 gibi
sitokinlerin salgilanmasi yoluyla immiin baskilayict M2 Mog'leri gii¢lendirir.
Kiimiilatif olarak bu Me'ler tiimor kiitlesinin %50'sini olusturabildiginden timor
biiylimesini ve ilerlemesini saglar (Kim ve ark., 2016). Meme kanseri, mide kanseri,
akciger kanseri, hepatom ve diger maligniteler dahil olmak {izere gogu tiimér tipinde
yiiksek Mo infiltrasyonu negatif prognozla koreledir ve bu durum M2’lerin kanser
ilerlemesindeki rollerini ortaya koymaktadir (Cardoso ve ark., 2014; Wang ve ark.,
2018; Zhao ve ark., 2017). Normal doku yeniden modellemesi, epitel hiicre hareketinin

diizenlenmesini igerir.
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Sekil 1.9. Monosit uyaranlar1 ve Makrofaj Fonksiyonlar1 (Lendeckel ve ark., 2022)

1.7.1. M1 Makrofajlar (Klasik Olarak Aktive Olan Makrofajlar)

Aktive makrofajlar cevresel sinyallere verdikleri yanita gore fonksiyonel
fenotipe ayrilir. M1 veya klasik olarak aktive olan makrofajlar, bakteriyel
lipopolisakkarit (LPS), IFNy veya TNF-a tarafindan uyarilir (Karp ve ark., 2012).
Bunlar tiimorlere ve hiicre i¢i patojenlere kars etkili bir adaptif bagisiklik tepkisini
koordine edebilen proinflamatuar makrofajlardir (Murray ve ark., 2011). M1
makrofajlar, TNF-a, IL-1p, IL-12, IL-23, IL-6, ROS gibi yiiksek miktarda inflamatuar
sitokin salgilar ve nitrik oksit (NO) iireten oldukga aktif bir INOS enzimine sahiptir
(Chanmee ve ark., 2014; Martinez ve ark., 2014; Mantovani ve ark., 2004). M1
makrofajlar yilizeylerinde immiin yanit1 baglatmak ve T hiicrelerini aktive etmek icin
onemli olan CD80 (B7-1) ve CD86 (B7-2) ifade eder (Biswas ve ark., 2008). CD80/86,
T hiicresi kostimiilatér molekiilii olan CD28 igin kritik ligandlardir ve M1 makrofajlari
tizerinde yiiksek oranda ifade edilen belirteglerden biridir, yapilarinda CD86 da ifade
etmektedirler (Kigerl ve ark., 2009; Rey-Giraud ve ark., 2012). Yiiksek NO iiretimi
patojenlere ve tiimdrlere karst M1 makrofajlarin kullandigi temel yapilardan biridir.
NO membranlar1 kolayca gecebilen ve biyolojik olarak aktif tiirevler olusturmak i¢in
stiperoksit gibi ROS molekiilleri ile kimyasal olarak reaksiyona giren kiiciik bir

lipofilik molekiildiir (Rahat ve ark., 2013). Tiimorlerde konsantrasyonuna bagli olarak
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NO'nun hem tiimér 6nleyici hem de tiimor baslatict etkileri vardir. (Lechner ve ark.,
2005).

1.7.2. M2 Makrofajlar (Alternatif Olarak Aktive Olan Makrofajlar)

Aksine M2 makrofajlar1 IL-4, IL-10, IL-13 ve glukokortikoid hormonlar1 gibi
anti-inflamatuar faktorler tarafindan aktive edilir (Van Dyken ve ark., 2013). M2
makrofajlari, IL-10 ve TGF-f salgilayarak immiinosupresyona aracilik eder ve yara
iyilesmesinde kritik bir rol oynar (Martinez ve ark., 2014; Gordon ve ark., 2010).
Aktive edici uyaranlara yanit olarak M2 makrofajlart M2a, M2b ve M2c, M2d olmak
tizere farkli alt tiplere ayrilir (Mantovani ve ark., 2004). M2 makrofajlar, makrofaj
mannoz reseptorii (MMR) CD206, ¢opgii reseptorii Cd163'in hiicre yiizeyi ifadesi ve
¢cozlinir sentezi ile karakterize edilir (Gordon ve ark., 2010; Stein ve ark., 1992).
Kemokin ligand 17 (CCL17), IL-10, CCL-18 ve TGF-B gibi faktorlere sahiptir (Lee
ve ark., 2001). Yiizey belirtegleri ve sitokinlerin yani sira M2 makrofajlart arginini
metabolize eden ve prolin iireten arginaz enzimini indiikler (Martinez ve ark., 2014;
Gordon ve ark., 2010). Makrofajlarin iki aktivasyon durumunu ayirt etmek igin L-
argininin metabolizmasinin ayirt edici bir belirte¢ oldugu diistiniilmektedir (Gordon
ve ark., 2003). Arginaz-1 (Arg-1), arginini iire ve ornitine katalize ederek yara
lyilesmesine ve fibrozise katkida bulunan M2 makrofajlarinin 6nemli bir 6zelligidir
(Gordon ve ark., 2003; Yang ve ark., 2014). Arg-1'in STAT-6 aktivasyonu yoluyla IL-
4 ve IL-13 gibi eksojen Th2 sitokinleri tarafindan indiiklendigi bilinmektedir (Pauleau
ve ark., 2004; Wu ve ark., 2017).
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Sekil 1.10. Timoér Gelisiminde M1 ve M2 Makrofajlarin Fonksiyonlar: (Van Dalen ve ark., 2018)

1.7.3. Tam (Tiimér Iliskili Makrofajlar)

Kat1 timorler; neoplastik hiicreler, graniilositler, makrofajlar (%50'ye kadar) ve
mast hiicreleri dahil olmak iizere periferik hiicreler, fibroblastlar ve epitel
hiicrelerinden olusur (Morrison ve ark., 2016; Azizi ve ark., 2018). Makrofajlar sitokin
tireten mikrogevre tarafindan tiimor bolgesine alinir ve bu durumun lokal anoksi,
inflamasyon ve yiiksek laktik asit seviyeleri ile iligkili oldugunu 6ne stiriilmiistiir.
Makrofaj infiltrasyonu ve anjiyogenezin ana belirleyicileri olan CCL2, CCL11,
CCL16 ve CCL21 gibi kemokinlerinin meme, akciger, yemek borusu, yumurtalik ve
serviks kanserinde islev gordiigii gosterilmistir (Santoni ve ark., 2014; Qui ve ark.,
2018). Ayrica TAM'ler CCL2 firetebilir, bu da sirayla makrofajlart TME ortamina
alabilecekleri anlamina gelir. Bir dereceye kadar TAM'ler makrofajlarin alimini
genigletebilir (Mantovani ve ark., 2010). Bazi1 caligmalar CCL2 yogunluguyla
TAM'lerin miktar1 arasindaki etkilesimin tiimdr invazyonu ve klinik prognoz ile iliskili
oldugunu gostermistir. Farkli mikro ¢evrelerde yer alan makrofajlar farkli spesifik
fenotipler kazanir (Gordon ve ark., 2005). TAM'lerin fenotipleri plastiktir ve yerel

mikrogevre tarafindan diizenlenir. TAM'lerin tiimor dokularindaki miktarlarinin
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fazlaligi timor gelisimi ve ilerlemesi ile nemli 6l¢iide iliskili oldugu son ¢alismalarda
dogrulanmistir. Makrofaj alt tiirlerinin boliinmesi karmasiktir. TAM'ler makrofajlarin
klasik bir alt grubu olarak kabul edilmez ¢iinkii bu hiicreler kararli durumda
gozlemlenemezler, daha c¢ok inflamasyon ve tiimorler gibi spesifik patolojik
durumlarla iligkilidirler. TAM reseptor ailesinden olusan Tyro3, Axl ve MerTK gibi
baz1 6zel reseptor tirozin kinazlar vardir ve bu reseptorler sadece tiimor hiicreleri ile
etkilesimde degil, makrofaj polarizasyonunda da rol oynarlar (Myers ve ark., 2019).
Aktif TAM'ler birkag 6zellik agisindan M2'ye benzemektedir. Sonug olarak bazen M2
makrofajlar dar anlamda TAM olarak tanimlanir (Chavez-Galan ve ark., 2015; Murray
ve ark., 2014). Bu nedenle TAM'lerin M2 olarak kabul edilmesi yanlistir (Chavez-
Galan ve ark., 2015). TAM'lerin anjiyogenez, tiimdr invazyonu ve bagisikligin
baskilanmasi {izerinde etkileri vardir. Bagisiklik hiicrelerinin 6zellikle tanima siireci
ile ilgili olarak ve tiimor hiicrelerini ortadan kaldiran mekanizmalar1 ¢ok karmasiktir.
Ortamda ¢esitli bagisiklik sistemi bilesenleri s6z konusudur ve makrofajlar bu siirecte
en 6nemli hiicre grubundan biridir. TAM'ler ¢esitli tiimorlerde yaygin olarak goériilen
16kosit infiltratinin 6nemli bir bilesenidir. TAM'lerin tiimor ilerlemesindeki rollerinin
incelenmesi diger hiicrelerin arastirmalart ile birlikte timor tedavileri icin yeni
yontemler ortaya ¢ikarmanin yolunu agmistir. Malign metastatik kanserlere sizan
TAM'lerin tiimor biiylimesini ve metastazi tesvik edebilecegi iyi bilinmektedir (Zhou
ve ark., 2020). Tiimorle iliskili makrofajlar (TAM'ler) tiimor stromasindaki en belirgin
popiilasyonlardan birini temsil eder ve TME’de fazla miktarda bulunmalarinin bir¢ok
kanserde klinik sonuglarla iligkili oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark., 2012). Fare ve
insan kanserlerindeki TAM'ler tiim6r mikrogevresinde immiinosupresyonu ve fibrozu
indiikleyen arginaz (ARG1), interlkin-10 (IL-10) ve doniistiiriicii biiylime faktorii B
(TGFB) igeren M2 benzeri fenotiplerle iligkili molekiilleri biiyiik 6l¢iide ifade eder
(Chanmee ve ark., 2014). Tersine IL-12, Timor Nekroz Faktorii alfa (TNF-alfa) ve
Nitrik Oksit Sentaz 2'yi (NOS2) ifade eden M1 benzeri fenotiplere sahip makrofajlarin
prevalansinin birgok insan kanserinde olumlu klinik sonuglarla korele oldugu
bildirilmistir (Ohri ve ark., 2009; Ma ve ark., 2010; Ohri ve ark., 2010). Bununla
birlikte bu M1/M2 smiflandirmasi tiimorlerdeki makrofajlarin  fenotipini  ve
fonksiyonlarini agiklamak i¢in yeterli degildir ¢iinkii dokudaki makrofajlar doku

mikrogevreleri tarafindan siirekli olarak sekillendirilen dinamik ve son derece plastik
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fenotiplerdir ayn1 zamanda fonksiyonlar1 olduk¢a heterojendir. GBM'de TAM'lerin
belirgin bir protimor rolii vardir ve tiimor mikrogevresinde birikimleri timdr derecesi
ile koreledir (Ye ve ark., 2012; Markovic ve ark., 2005; Chen ve ark., 2014; Lu ve ark.,
2013). islevsel olarak TAM'ler diisiik seviyelerde inflamatuar sitokinler iiretir ve T
hiicre aktivitesini indiikkleme kabiliyetinden yoksundur (Hussain ve ark., 2006).
Timorle iligkili makrofajlarin (TAM'ler) sayis1 tekrarlayan glioblastomlu hastalarda
genel sagkalim ile ters iligkilidir (Lu ve ark., 2013; Zhu ve ark., 2017). Farelerde
yapilan ¢aligmalar TAM'lerin tiimdr niiksiine aracilik ettigini gostermistir (Tabatabai
ve ark., 2006; Kioi ve ark., 2010; Walters ve ark., 2014). Yakin zamanda yapilan bir
calisma radyasyonun TAM'lerde glioma proliferasyonunu ve yeniden biiylimesini
destekleyen niiksetmeye 6zgii bir fenotipin elde edilmesini indiikledigini gostermistir
(Akkari ve ark., 2020). TAM'ler biiyiik 6lgtide kemik iligi kaynakli monositlerden
koken alir (Cassetta ve ark., 2020; Franklin ve ark., 2014). Beyin tiimorlerinde
TAM'ler kemik iligi kaynakli makrofajlarin (BMDM'LER) ve mikroglia (MG) olarak

bilinen yerlesik makrofajlarin bilesiminden olusur.
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Sekil 1.11. TAM’larin Tiimér flerlemesi Uzerindeki Etkileri (Liu ve ark., 2022)
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1.7.3.1. Tam’mn (Tiimor iliskili makrofajlarin) protiimoral islevi

TAM'in; neoanjiyogenezin tesviki, proliferasyon, matris yeniden sekillenmesi
ve epitel mezenkimal gegise (EMT) ve anti-timdr immiin yanitlarinin baskilanmasi
dahil olmak iizere ¢esitli protiimoral fonksiyonlar yoluyla tiimér ilerlemesine katkida
bulundugu bilinmektedir. Daha spesifik olarak TAM epidermal biiyiime faktorii (EGF)
gibi biiyiime faktorlerinin tiretimi yoluyla timdr hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir
(Grivennikov, Greten ve Karin, 2010; Haque ve ark., 2019). TAM mikrogevresindeki
pro ve anti-anjiyojenik faktorlerin dengesini degistirerek anjiyojenik siirece neden olur
bu da tiimor neovaskiilarizasyonuna yol agar (Hanahan ve Weinberg, 2011). Bu islemi
yonlendiren mekanizmalardan biri hiicre dis1 matrisin proteolitik bozunmasi ile
vaskiiler endotel biiylime faktorii A'nin (VEGF-A) artmig salinnmima yol agan
TAM'dan matris metaloproteinaz 9'un (MMP9) salinmasidir (Huang ve ark. 2002; Lee
ve ark., 2005; Thurston, 2002). TAM, T hiicresi aktivasyonunu dogrudan inhibe eden
PD-L1 ve PD-L2 gibi immiin kontrol noktalarini ifade ederek immiinosupresif bir
TME olusumuna katkida bulunur (Pollari ve ark., 2018; Santarpia ve ark., 2015). EkK
olarak TAM Kklasik olmayan HLA-E ve HLA-G gibi T hiicresi ve NK hiicresi
aktivasyonunu modiile eden inhibitor reseptorleri de ifade edebilir (Noy ve Pollard,
2014). T hiicresi aktivasyonu i¢in gerekli olan CD80 ve CD86 gibi kostimiilatér
molekiillerin ifadesini azaltir (Yamaguchi ve ark., 2016). TAM; IL-10, donistiiriicii
biiyiime faktorii beta (TGF-), Arginaz 1 (Argl) ve indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO)
gibi sitokinler ve proteinler tiretir bu durum immiinosupresif ortama katkida bulunur
(Chen ve ark., 2019; Yang ve ark., 2015). Argl, T hiicreleri tarafindan kullanilan
esansiyel metabolitlerin immiin baskilanmasina katkida bulunmaktadir. Argl, TCR (T
hiicre reseptor) sinyallemesinden sonra CD3'lin yeniden ifadelenmesini inhibe eden L-
arginini metabolize eder (Rodriguez ve ark. 2004). IDO triptofan1 metabolize ederken
T hiicresi anerjisini ve apoptozu indiikleyebilen katabolitler ve Treg (T diizenleyici

hiicre) hiicre popiilasyonunun genislemesini saglar (Thaker ve ark., 2013).
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Sekil 1.12. GBM’deki Makrofajlarin Pro-tiimér Islevleri (Roesch ve ark., 2018)

1.7.3.2. Tam’mn (Tiimor iliskili makrofajlarin) antitiimoral islevi

Iyi tanimlanmis pro-tiimér fonksiyonlarina ek olarak TAM enfeksiyon sirasinda
fagositoz, antijen sunumu ve sitokin tiretimi yoluyla anti-tiimor aktiviteye de katkida
bulunabilir (Germic ve ark., 2019). TAM proinflamatuar bir fenotip gosterir, artmis
fagositik aktiviteye ve artan MHC-I ve MHC- -Il, CD80/86 ifadesi ve Thl ve CD8+
T hiicre aktivitesini uyaran sitokinler yoluyla antijen sunumuna sahiptir (Yang ve ark.,
2018). Bu TAM tiirleri genellikle fare modellerinin TME'sinde bulunmaz ancak
mikrogevreyi anti-kanser immiin yanitlariyla iligkili daha proinflamatuar bir fenotipe

dogru yeniden polarize ederken ortaya ¢ikabilir (Etzerodt ve ark., 2019).
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Tumor promoting functions Anti-tumoral function

Sekil 1.13. Tiimér iliskili Makrofajlari Fonksiyonlar1 (Noy ve ark., 2014; Etzerodt ve ark., 2019)

1.7.3.3. Tam (Tiimér iliskili makrofajlar) icin belirtecler

Farkli TAM alt kiimelerini birbirinden veya diger bagisiklik hiicrelerinden ayirt
etmeye yardimci olan TAM'lerde farkli bir protein kiimesi ifade edilir. Bununla
birlikte tek bir belirte¢ varsa ¢cok azinin belirli bir isareti tanimlayabildigini akilda
tutmak onemlidir. Bu nedenle belirli TAM popiilasyonlarini tanimlamak igin siklikla
birden fazla belirtec kullanilir. Integrin alfa M olarak da bilinen CD11b TAM'leri
tanimlamak icin siklikla kullanilir. CD11b heteromerik kompleman reseptorii
Makrofaj-1 antijeninin bir alt birimidir. CD11b NK hiicresi ve T hiicresi alt
kiimelerinde ifade edilir (Fe ve ark., 2014; McFarland ve ark., 1992; Christensen ve
ark., 2001). Bununla birlikte en ¢ok monositler ve graniilositler tizerinde ifade edilir.
Sonu¢ olarak CD11b yaygin olarak kullanilan bir pan-miyeloid belirteci haline
gelmistir. TME'deki TAM'lere kiyasla graniilositlerin ve lenfositlerin diger alt
kiimelerinin diisiik miktarda CD11b bulunmasi g6z oniine alindiginda CD11b bazen
bir “TAM-belirteci” olarak da kullanilir. (Coussens ve ark., 2013; Palucka ve ark.,
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2016). CD68 iyonize kalsiyum baglayict adaptdr molekiilii 1 (Ibal) ve CD14’de
TAM'a 6zgii belirteglerdendir (Cassetta ve ark., 2016; Pinto ve ark., 2019; Bowman
ve ark., 2016; Mildner ve ark., 2017). Cogunlukla sitoplazmik graniillerde bulunan bir
glikoprotein olan CD68 murin makrofajlarinin nispeten giivenilir bir belirtecidir.
CD68 insanlarda da bir belirteg olarak kullanilmasina ragmen dendritik hiicreler,
endotel hiicreleri ve hatta bazi lenfoid altkiimeler gibi diger insan hiicre tiplerinde
ifadesinin oldugu bildirilmistir (Goswami ve ark., 2020; Ruffell ve ark., 2015). Ibal
makrofaj ve mikroglianin karsilastirilmasi ve fagositozunda 6nemli rol oynar (Ohsawa
ve ark., 2000).

|nbay

Macrophage a4 NF-kB p50

si0)oe4 uone

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

1.8. Makrofajlar ve Mikroglia'min Kékeni ve Islevi

Makrofajlar konak savunmasinda Onemli roller oynayan evrimsel olarak
korunmus hiicre tipleridir. Makrofajlar ilkel organizmalarda yalnizca bagisiklik
tepkisini diizenlerken ayni zamanda daha yiiksek organizmalarda ise diger miyeloid

hiicrelerle ve lenfositlerle yakindan etkilesime girer. Makrofajlar genellikle kandan
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tiiretilmis ve inflamatuar sinyallere yanit olarak toplanmis olsalar da bazi dokularda
yerlesik makrofajlar1 barindirir. CNS, mikroglia olarak bilinen yerel bir makrofaj
igerir. Makrofajlarin ve mikroglialarin kokeni uzun siire tartisilmasina ragmen her iki
hiicrenin de kemik iliginde olgunlasan ortak bir hematopoietik kok hiicreden
kaynaklanan monositlerden gelistigi disiiniilmiistir (Ling ve ark., 1993). Beyin
hiicresi popiilasyonunun yaklasitk %10'unu temsil eden mikroglianin erken
embriyonik gelisim sirasinda yolk kesesinin eritro-miyeloid progenitorlerinden
tiretildigi kabul edilmektedir (Alliot ve ark., 1999). Normal fizyolojik kosullar altinda
merkezi sinir sistemi yalnizca yerlesik mikroglia tarafindan olusturulur ve diger kemik
iliginden tiiretilen makrofajlarin varligi hastalikli beyinle iliskilidir (Hoeffel ve ark.,
2015; Quail ve ark., 2017).

Mikroglia bagisiklik tepkisinin 6nemli bir pargasi olmasinin yani sira beynin
fizyolojik homeostazinda da kritik bir rol oynar. Mikroglia nérogenez ve miyelin
olusumu gibi beyin gelisimi ve islevi i¢in énemlidir (Wlodarczyk ve ark., 2017).
Mikroglia tarafindan beyin homeostazinin siirdiiriilmesi apoptotik hiicrelerin ve diger
kalintilarin minimum seviyede olmasi bagisiklik uyarimi ile uzaklastirilmasini igerir.
Buna karsilik makrofajlar apoptotik hiicrelerin veya nekrotik hiicrelerin fagositozuna
aracilik etmek icin sadece patolojik kosullar altinda beyne sizarlar (Murray ve ark.,
2011). Makrofajlar ve mikroglia 6lmekte olan hiicreler tarafindan salinan kemo-gekici
maddeleri algilayarak apoptotik hiicreleri tespit eder. Bu s6zde ”beni ye" sinyalleri bu
hiicreleri apoptotik hiicrelere dogru yonlendirir ve “beni ye sinyallerine” baglanmay1
saglar. Bu hiicre-hiicre etkilesimi fagositozu baslatir (Sierra ve ark., 2013).
Fagositozun ardindan makrofajlar ve mikroglia T hiicrelerine ilgili antijenler
sundugundan apoptotik hiicrelerin fagositozu ayni zamanda dogustan gelen bagisiklik
tepkisi ile adaptif bir bagisiklik tepkisi arasindaki temeli olusturur. Bu nedenle

TAM'ler islevsiz antijen sunumuna sahiptir (Muraoka ve ark., 2019).
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1.8.1. Makrofajlarin ve Mikrogliamin Polarizasyonu

Makrofajlarin tarihsel olarak yliksek plastisite sergiledigi bilinmektedir ve
sirastyla klasik olarak aktive edilmis ve alternatif olarak aktive edilmis makrofajlar
olarak da bilinen pro-inflamatuar (M1) ve anti-inflamatuar (M2) fenotiplerine
ayrilabilir. Pro-inflamatuar M1 makrofajlar, anti-timorijenik etkilerde yer alirken
immiinosupresif M2 makrofajlar, timdr biiylimesini, anjiyogenezi ve invazyonu
destekleyen pro-tiimorijenik mekanizmalarla iligkilidir (Tong ve ark., 2021). TAM
siniflandirmasinda Thl'in proinflamatuar, Th2'nin ise antiinflamatuar oldugu T-
yardimc1 hiicrelere bir benzetmedir (Liu ve ark., 2014). Kemik iligi kaynakl
makrofajlar arasinda bu dogal plastisitenin varligi da mikroglia'nin bir 6zelligi gibi
goriinmektedir. Mikroglial polarizasyonu TME'deki mikroglianin M1- veya M2-
fenotiplerine  dogru polarizasyon potansiyeli barindirdigini  gostermektedir.
(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 i¢in bu M1/M2 arasindaki iligkinin
ikiden fazla makrofaj fenotipinin basitlestirilmesi olarak kabul edilmektedir (Xue ve
ark., 2014; Szulzewsky ve ark., 2016). Bu baglamda M2 fenotipi M2a, M2b, M2c ve
M2d olarak farkli alt siniflara ayrilmaktadir. Bu farkli durumlar gen ifadeleme
profillerine, efektor fonksiyonlarina ve ayrica kemokin ve sitokin iiretim profillerine
dayanmaktadir (Roszer ve ark., 2015). Farkli fonksiyonel fenotipler hakkinda
bildiklerimizin ¢ogu polarizasyonu indiikleyen kanonik kemokinlerin kullanildig1 in
vitro deneylere dayanmaktadir. TNF-o, IFN-y ve LPS polarizasyonu makrofajlar1 M1
fenotipine dogru yonlendirirken, IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinler ise M2 fenotipini
indiikkler (Walker ve ark., 2015). Bununla birlikte in vivo deneyler bu fenotipik
indirgemenin daha ¢esitli ve karmasik bir durum oldugunu gostermektedir. Aslinda
hem hayvanlardan hem de insanlardan alinan tiimor 6rneklerinin tek hiicreli RNA
dizilimi ve immiinohistokimyasal boyamasi farkli polarizasyon durumlarinin bir arada
var oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Hem M1 hem de M2‘nin ayni hiicre i¢inde ayni anda
tespit edilebilecegini ortaya koyan tek TAM'ler analiz edilmistir (Muller ve ark.,
2017). Bu durum TME'deki TAM'lerin plastisite ve heterojen bilesimi fikrini destekler

ve MI1/M2 kavraminin ayri bir aktivasyon durumu olarak degil birlikte
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degerlendirilecek bir siireklilik oldugunu gostermektedir (Mantovani ve ark., 2004,
Zeiner ve ark., 2019).

lGM-CSF or LPS M-CSF or IL-4
Classically Activated Altematively Activated
Antitumor Tumor-Supportive

STATSP
C/EBPB
PPARy

TNF- @

IL-12 ® ®
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MMIF @ s ® TGF-B

I-NOS (mice) arginase (mice)

Sekil 1.15. Polarize makrofajlara ait farkl reseptor, sitokin, kemokin ve efektor fonksiyonlar: (Wei ve ark., 2020)

1.9. Gliomada Makrofajlar ve Mikroglia

Glioma TME'sindeki baslica immiin hiicreler arasinda mikroglia, monosit
kaynakli makrofajlar, nétrofiller ve T hiicreleri bulunur. Dagilimlar: farkli derecelerde
glioma ve metastatik beyin tiimoérleri arasinda degisir. GBM'de TAM'ler, tiimor
kiitlesindeki en fazla bulunan hiicre tipini temsil eder ve toplam kiitlenin% 30-50'sini
olusturur (Hambardzumyan ve ark., 2016). Beyindeki maligniteler arasinda IDH-
yabanil tip GBM ve metastatik beyin tiimorleri en yiliksek monosit tiirevli makrofaj
akisina sahiptir (Klemm ve ark., 2020). TAM'lerin infiltrasyonu, GBM’ de dahil olmak
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tizere farkli kanserlerde tiimor derecesi ile artma egilimindedir (Muller ve ark.,2017).
Periferden infiltre makrofajlardaki artisin GBM'de diisiik dereceli glioma kiyasla
anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica diisiik dereceli gliomalarda kan
kaynaklt TAM'lerin daha yiiksek infiltrasyonu kotii sagkalim ile korele iken,
mikroglial yogunluk ile sagkalim arasinda bdyle bir korelasyon gdzlenmemistir

(Muller ve ark., 2017).

GBM'deki TAM'ler kotii prognoz ve tedaviye direng ile iliskili olan M2
polarizasyon belirteglerinin yiiksek ifadesini gosterir (Gjorgjevski ve ark., 2019). IDH
mutant GBM'ye kiyasla IDH-yabanil tipte TAM'lerin oraninda daha yiiksek bir
varyasyon olmasina ragmen IDH-yabani tip GBM'ye kiyasla IDH-mutant GBM'nin
daha diisiik bir TAM oranina sahip oldugu bulunmustur (Poon ve ark., 2019). IDH
mutantt GBM'deki TAM'lerin yabanil tiptekilerine kiyasla daha fazla pro-inflamatuar
ozellikler gosterdigi gozlemlenmistir. IDH-yabanil tip GBM, pro- ve anti-inflamatuar
TAM'ler agisindan yiiksek tiimorler arasi degiskenlige sahiptir (Poon ve ark., 2019).
Ancak farkli glioma derecelerinde TAM polarizasyonu ¢esitlidir ve her zaman net
degildir. Farkli makrofajlarin immiinohistokimyasal boyamas1 gliomalar arasindaki
belirtecler diffliz astrositomlar ve GBM ile karsilastirildiginda pilositik astrositomda

(WHO derece 1) M2 belirteci olan CD163'lin daha yiiksek ifadesi sz konusudur.

Simdiye kadar yapilan birka¢ ¢alisma gliomalarin TME'sine hakim olan bir
immiinosupresif TAM fenotipini gostermistir. Bununla birlikte bu TAM'lerin
gliomadaki kesin fenotipi hala tartismalidir ve tam olarak tanimlanmamustir. Saglikli
dokuya kiyasla GBM'deki CDI11b+ hiicrelerinin transkriptomik profili pro-
timorijenik veya anti-tiimorijenik polarizasyona dogru net bir kayma s6z konusu

degildir (Szulzewsky ve ark., 2016).
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1.10. Merkezi Sinir Sistemi ve Bagisikhik Sistemi

Beyin tiimoérlerinin tedavisindeki son gelismelere ragmen GBM’nin tedavisi
ndroloji alaninda zorluk olusturmaya devam etmektedir. Ozellikle malign gliomalarin
prognozu cesitli nedenlerle karmasik bir siireci igerir. Infiltre edici biiyiime
paternlerine ve farkli apoptotik uyaranlara direnglerine ek olarak gliomalar
immiinosupresif bir fenotip ile karakterize edilir (Parney ve digerleri, 2000b; Gomez
ve Kruse, 2006). Beyin tiimoérlerinin en malign formu olan glioblastoma tiimorle
iliskili immiinosupresyona sahiptir ancak diisik dereceli gliomalar ve
medulloblastomlar ile ependimomlar gibi diger tiimor varliklart da immiinosupresif

ozellikler gosterir.

Merkezi sinir sistemindeki (CNS) bagisiklik gozetimi viicudun diger
boliimlerindekilerden biraz farklidir. Endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve
astrositlerden olusan kan-beyin bariyerinin varligi lenfositlerin kandan CNS'ye go¢iinii
engeller (Doolittle ve ark., 2005). Kompleman bilesenleri gibi plazma proteinlerinin
de beyne kolayca ge¢mesi engellenir. Mikroglial hiicrelerin beynin APC'leri oldugu
diisiiniilse de, ekstraserebral APC'lere kiyasla bagisiklik sisteminin diger hiicrelerine
antijen sunma potansiyelinin ayni olup olmadig1 belirsizligini korumaktadir (Streit ve
ark., 2005). Son olarak mikroglia disinda noronlar ve glial hiicreler gibi beyin
parankimal hiicreleri {izerindeki MHC molekiillerinin ifadesi disiiktiir ve bu da
antijenlerin optimal sunumunu zorlastirir (Sikorski ve Lesniak, 2005). Bu gergekler
nedeniyle CNS uzun siiredir “bagisiklik ayricalikli alan” olarak adlandirilmaktadir.
Bununla birlikte CNS'de giiclii bagisiklik tepkilerinin meydana geldigine dair kanitlar
vardir, bu nedenle belki de daha ¢ok "immiinolojik olarak 6zellesmis bir bolge" olarak
diistiniilmektedir. Bu durum CNS'de immiinolojik reaksiyon varligi ile inflamatuar
hastaliklar gibi diger patolojik durumlarda goriilebilir. Birgok beyin tiimoriinde kan-
beyin bariyeri saglam degildir, bu nedenle artan sayida lenfositin CNS'ye girmesine
izin verir (Hickey ve digerleri, 1991). Antijen sunma 6zellikleri gesitli in vitro ve in
vivo c¢alismalarda gosterilmistir. Beyinde bulunan T lenfositlerinin servikal lenf

diigiimlerinide uyarilabilecegine dair kanitlar vardir. Ancak beyinde klasik bir lenf
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drenajinin olmamasi nedeniyle beyindeki bagisiklik hiicreleri ile periferdeki lenf
dokular1 arasindaki baglant1 hala tam olarak anlagilamamistir (Karman ve ark., 2004).
Glioma hiicreleri 6zellikle etkin T ve NK-hiicre yanitlar1 i¢in bir 6n kosul olan aktive
edici ligandlar1 ifade eder (Friese ve ark., 2003). MHC sinif I molekiillerinin glioma
hiicreleri tarafindan ifadesi in vitro olarak gdsterilmistir (Parney ve ark., 2000a). Bu
durum in vivo kosullarda daha az belirgindir ancak MCH sinif I molekiillerinin ifadesi
ve olast indiiksiyonu muhtemel goriinmektedir (Balducci-Silano ve ark., 1988).
Bununla birlikte MHC sinif I molekiillerinin malign glioma hiicreleri tizerinde oldukga
diisiik ifadesi antijenlerin sunumunu sinirlar ve giiglii T-hiicre yanitlarin1 nler. Daha
yakin tarihli ¢aligmalar glioma hiicrelerinin antijen sunma o6zelliklerinde eksiklikler
gosterdigini ve boylece T lenfositleri tarafindan etkin tanima ve parcalanmay1

engelledigini gostermistir (Facoetti ve ark., 2005).

Immiin hiicre infiltrasyonu pro-tiimorijenik fonksiyonlara aracilik etmek igin
birlikte se¢ilen bircok bagisiklik bileseniyle kat1 timoérler arasinda karmasik ve gesitli
rollere sahiptir (Thorsson ve ark., 2018). Farkli tiimér tiplerinde farkli immiin hiicre
profilleri baskindir fakat bir¢ok etkilesim birkag kati tiimdrde tutarlidir. Ornegin M2-
polarize tiimorle iliskili makrofajlar (TAM'ler) CSC popiilasyonlarini kemokin sinyali
ve Sonic Hedgehog gibi kok hiicre yollarinin indiiklenmesi yoluyla yaygin olarak
destekler (Jinushi ve ark., 2011). TAM'ler ayrica ¢oklu kanser tiirlerinde EMT
(Epitelyal Mezenkimal Gegis) ve CSC (Kanser Kok Hiicre) 6zelliklerini de destekler
(Fan ve ark., 2014, Li ve ark., 2018a).

Bagisiklik kagis1 tiimor baslangicinda kritik bir rol oynar. CSC'ler tiimorijenez
ortamin1  temsil ettiginden genellikle imminosupresiftirler. CSC'ler ¢esitli
mekanizmalar yoluyla bagisiklik hiicreleri tarafindan éldiiriilmekten kaginir. Ornegin,
CD133+ glioblastoma CSC'leri ve ABCB5+ melanom CSC'leri, T hiicre saldirisindan
kacmak i¢in MHC smif I molekiillerini (insan HLA-A, HLA-B ve HLA-C) asagi
regiile eder (Di Tomaso ve ark., 2010, Schatton ve ark., 2010). Glioblastoma CSC'leri

antijen sunma ve sunum yollar1 kapasitesini azaltmak i¢in antijen isleme (TAP) ile
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iliskili diigiik molekiiler agirlikli protein (LMP) ve tasiyicinin ifadesini azaltir (Di
Tomaso ve ark., 2010). CSC'lerde Toll benzeri reseptor 4'iin (TLR4) diisiik ifadesi
dogustan gelen bagisiklik baskilamasindan ka¢inmalarina yardimci olur (Alvarado ve
ark., 2017).

Artan kanitlar CSC'lerin tiimdr mikrogevresindeki bagisiklik tepkisini yeniden
sekillendirmedeki roliinii de desteklemektedir. CSC'ler anti-tiimor immiin tepkisini
azaltan TGF-B ve IL4 gibi bircok immiinosupresif molekiil salgilar (Nappo ve ark.,
2017). TGF-B, Foxp3'e bagimli ve bagimsiz yollar araciligiyla diizenleyici T hiicresi
aktivasyonunu indiiklerken aktif T hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder (Fantini
ve digerleri, 2004, Oh ve ark.,, 2017, Thomas ve Massagué, 2005). TGF-p dogal
Oldiiriicti hiicreleri inaktive eder ve pro-onkojenik M2 makrofaj polarizasyonunu
destekler (Ganesh ve Massagué, 2018). Ayrica glioblastoma CSC'leri M2
makrofajlarin1 TME‘ne almak i¢in periostin (POSTN) salgilamaktadir (Liu ve ark.,
2014, Zhou ve ark., 2015). Sitokinler bagisiklik hiicreleri arasinda hiicreler arasi
iletisimi saglayan ve dogrudan bagisiklik tepkilerine yardimci olan kiiciik
molekiillerdir. Bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu IL-1B, IL-6, TNFa, IL-10, IL-1
reseptor antagonisti (IL-1Ra) ve TGFP dahil olmak tizere pro-inflamatuar ve anti-
inflamatuar sitokinlerin liretimine ve salgilanmasina yol agar (Janeway ve ark., 2002).
Bu sitokinler gen ifadelenmesini meydana getirirken ayni zamanda hiicre
sinyallesmesini baglatmak i¢in karsilik gelen reseptorlerine baglanir. CNS sitokinlerin
diisiik ifadesini korur ancak inflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6 ve TNFa), CNS immiin

hiicre aktivasyonunun ardindan hizla yukar regiile edilir.

Yerlesik CNS bagisiklik hiicreleri tarafindan inflamatuar sitokin iiretimi
inflamatuar sinyalleri yaymak ve patojenlere fizyolojik tepkiler vermek igin gereklidir.
Periferik immiin aktivasyon, yerlesik CNS immiin hiicreleri tarafindan inflamatuar
sitokin tiretimi olmaksizin CNS'ye yeterince sinyal veremez ciinkii sitokinler kisa
Omiirliidiir ve CNS parankiminden kolayca yayilmazlar. Sitokin iiretimine uyaranin

kaynagina ve yogunluguna bagli olarak birka¢ hiicresel sinyal yolu aracilik eder.
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Ornegin, IL-1 reseptdriine IL-1 baglanmasi mitojenle aktive olan protein kinazi
(MAPK) ve niikleer faktor-kp (NF-kf) inflamatuar sinyallesme kaskadlarini baglatan
yolaklar1 aktive eder (Parker ve ark., 2002; Lawrence ve ark., 2009).

Anti-inflamatuar sitokinler MAPK ve NF-kxf sinyalinin inhibisyonu yoluyla
inflamatuar sitokinlerin transkripsiyonunu ve translasyonunu dogrudan azaltabilir
(Strle ve ark., 2001). Ek olarak anti-inflamatuar sitokinler inflamatuar sitokin tiretimini
azaltan ve hiicresel onarim siireglerini destekleyen sitokin sinyal yollarinin
baskilayicisini indiikler (Baker ve ark., 2009). Anti-inflamatuar sitokinlerin tiretimi ve
salgilanmas1 CNS'de 6zellikle 6nemlidir ¢iinkii néronlar sinirli rejeneratif kapasiteye

sahiptir.

1.11. Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma (GBM), yetiskinlerde merkezi sinir sisteminin en sik goriilen
primer timor tipidir ve yenilik¢i tani stratejileri ve yeni tedavilerin gelistirilmesine
ragmen kotii olan prognozu onemli 6l¢iide iyilesmemistir (Deorah ve ark., 2006;
Reardon ve ark., 2012). Kompleks ve yeniden iiretilemeyen tanilar ve kemoterapi
rejimlerine duyarlilifi veya direnci dogru bir sekilde tahmin edememe ve ayrica
optimal CNS biyoyararlaniminin daha az olmasi, hastaligin kotii prognozuna katkida
bulunmustur. Kanser ilerlemesi mutasyon birikiminin bir kanser hiicresinin
genomunun saglikli bir hiicreninkinden sapmasina neden oldugu bir siire¢ olan
somatik evrim tarafindan desteklenir. Bununla birlikte GBM gelisimi farkli genetik ve
molekiiler sapmalardan olusan karmasik bir ag yoluyla meydana gelmesi ve ana sinyal
yollarinda 6nemli degisikliklere yol agmasi bakimindan dikkate degerdir. Son yillarda
kanitlanmis veriler ortaya ¢ikmis ve tiimorlerin genetik anormalliklere ek olarak
spesifik genetik degisiklikleri barindiran ¢ok sayida kanserli hiicre popiilasyonundan
olustugunu gostermistir (Loeb ve ark.,, 2011). Tiimdrlerdeki bu heterojenlik
karakterize edilen genetik instabiliteden ve tiim neoplazmalara eslik eden artan

mutasyon oranlarindan genetik ve epigenetik modifikasyonlar yoluyla Darwin'in en
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uygun klonlarin se¢iminden kaynaklanir (Gerlinger ve ark., 2010). GBM'ler beyin
parankimi boyunca genis Ol¢iide dagildiklar1 i¢in ve ayrica yiiksek diizeyde
vaskiilarizasyon nedeniyle oldiiriiciidiir, bu da maksimum cerrahi rezeksiyonu
ulasilamaz hale getirir. Bu nedenle hiicre go¢iinii, dagilmasini ve anjiyogenezi inhibe
etmek i¢in tlimore 6zgii ila¢ hedeflerine ve farmakolojik ajanlara duyulan ihtiya¢ ¢ok
biiyiiktiir. GBM gelisimine yatkin olan kalitsal 6zellikler yoktur bu nedenle karakterize

edilen tiim genetik degisiklikler somatik ve edinilmis sapmalardir.

Gliomalar tiim beyin ve merkezi sinir sistemi tiimorlerinin yaklasik% 30'unu ve
tim malign beyin timorlerinin %80'ini olusturur. Glioma sikligina ragmen bu
tiimorlerin etiyolojisi biiylik 6l¢iide bilinmemektedir (Goodenberger ve ark., 2012).
Gliomalar (Diinya Saglik Orgiitine gore) ndroepitelyal tiimorler, astrositik
neoplazmlar, oligodendroglial, oligoastrositik, ependimal ve koroid pleksus tiimorleri

olarak smiflandirilmaktadir (Schwartzbaum ve ark., 2006).

Glioblastoma (GBM; Diinya Saglik Orgiitiine gore derecesi IV glioma) merkezi
sinir sisteminin en yaygin ve 6liimciil goriilen intrinsik beyin timoridiir (Stupp ve
ark., 2009). Giiniimiizde GBM hastalarinda cerrahi rezeksiyonu takiben radyoterapi ve
Temozolomid (TMZ) uygulamasini igeren kemoterapi uygulanmaktadir ( Stupp ve
ark., 2005). Vakalarin ¢ogu erkeklerde ortaya ¢ikar. Olgularin GBM %60'1inda timor
de novo bagslatirken, diger GBM %40'inda daha diisiik dereceli bir beyin tiimoriiniin
malign gelisimi ile ortaya ¢ikar. GBM olusma orani bir dereceye kadar erkeklerde
kadinlara gore daha yiiksektir (1.6:1) (Thakkar ve ark., 2014). Yakin zamanda teshis
edilen GBM'de ortalama sagkalim orani 8 ila 15 aydir. Tekrarlayan GBM ‘de ortalama
sagkalim oran1 sadece 3 ila 9 aydir. Kapsayici olarak 5 yillik sagkalim orani sadece
%>5'tir (Vredenburgh ve ark., 2007). Bunun nedeni GBM tiimorleri fenotipik, hiicresel,
genetik ve epigenetik heterojenlik gosterirler ve GBM tiimorlerinin tedaviye yanit
verememesindeki 6nemli bir sorunun timodr i¢indeki GBM kok hiicrelerinin
(GSC'LER) kendini yenileme &zelligine sahip alt popiilasyonlarindan dolay1 gesitli

tedavilere kars1 oldukga direngli olmasindan kaynaklanmaktadir ( Bao ve ark., 2006;
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Safa ve ark., 2015., Singh ve ark., 2004., Jackson ve ark., 2015). Bu durum tiimér
rezeksiyonunu imkansiz hale getirmektedir. Tan1 aninda daha az agresif goriinen
(WHO’e gore derecesi 2 ve 3 olan) gliomalar 5-10 yil i¢inde kotii evreye
ilerlemektedirler. Beyin fonksiyonlar1 iizerinde meydana gelen bu yikic1 etki

beraberinde biligsel ve duygusal eksikliklere de neden olmaktadir (Zong ve ark., 2012).
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Sekil 1.16. GSC'ler tarafindan glioblastoma patogenezi ve ilerlemesinde diizenlenen temel fonksiyonlara genel
bakis

1.11.1. Glioblastomada Genomik Degisiklikler

Biiyiik o6lgekli genomik DNA analizi gibi mevcut teknolojiler glioblastomun
genetik evriminden ka¢cmistir. Karsilagtirmali genomik hibridizasyona (CGH) gore
epidermal biliylime faktorii reseptorii (EGFR) lokusu ile kromozom 7p kazanimi ve
fosfataz ve tensin homologu (PTEN) lokusu ile kromozom 10q kayb1 en sik goriilen
degisikliklerdir (Inda ve ark., 2003). Bunun yaninda IDH, p53, PTEN gibi gen
mutasyonlar1 ve bunlarin RTK/RAS/PI3K, p53 sinyali ve RB sinyali dahil ilgili sinyal
yollar1 gliomagenezde kritik neme sahiptir (Cancer Genome Atlas.; 2008 ).
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Sekil 1.17. Ug kritik sinyal yolunda sik gériilen genetik degisiklikler (The Cancer Genome Atlas (TCGA)
Research Network 2008)

1.11.1.1. IDH mutasyonlari

IDH1'in ana islevi izositrat1 a-ketoglutarata (a-KG) dontistiirmektir, bu arada
kofaktor nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP+) NADPH'ye oksitlenir.
Bununla birlikte mutasyona ugramis IDH, a-KG'yi bunun yerine 2-hidroksiglutarat (2-
HG)'ye disirir ve NADPH'den NADP+ diretir. 2-HG'nin artmast ve a-KG'nin
azalmasi, hiicre farklilagmasini bloke etme hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1a'nin
(HIF1a) aktivasyonu ve bunun asagi yondeki faktorlerinin indiiklenmesi gibi ¢esitli
yollarla tiimor gelisimini tesvik edebilir (Lu ve ark., 2012; Wang ve ark., 2014; Sasaki
ve ark., 2012). Glioblastomlarda IDH1/2 mutasyonlar1 primer glioblastoma
vakalarinin  %5'ine kadar bulunabilirken sekonder glioblastomlarin neredeyse

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

ARF-MDM2-p53 yolunun glioblastomlarin yaklasik %87'sinde diizensiz oldugu
bulunmustur  (Cancer Genome  Atlas., 2008). TP53  mutasyonlarini,
CDKN2A/ARF'in silinmesini ve/veya MDM?2 ve/veya MDM4 amplifikasyonlarini
icerir. MDM2 geni 12q kromozomunda yer alir ve glioblastomlarin yaklasik %10-
15'inde amplifiye edilir (Cancer Genome Atlas., 2008). TP53 mutasyonlari sekonderde
(%65) birincil (%30) glioblastomlara gore daha yaygindir (Nagpal ve ark., 2006). p53
bir tiimor baskilayicidir ve DNA onarimini, hiicre yaslanmasini, hiicre 6liimiinii ve
metabolizmay1 diizenler (Kastenhuber ve ark., 2017). Onkogen aktivasyonuna yanit
olarak ARF, normalde p53'i bozan E3 ubiquitin ligaz proteini MDM2'yi inhibe etme
yetenegine sahiptir boylece p53'iin stabilizasyonuna neden olur. MDM2 ayni zamanda
p53'lin asag1 akis hedef genidir ve p53 seviyesi bir geri besleme dongiisiinde bu sekilde
kontrol edilir. MDM2'nin p53'e baglanmasini inhibe etmek p53'in aninda
stabilizasyonuna neden olur. Mutant p53, MDM2 genini indiikleyemez ve bu nedenle
mutant p53, timorlerde daha yiiksek seviyelerde birikebilir ancak bu s6z konusu
mutasyona bagli olabilir (Lukashchuk ve ark., 2007). p53 mutantlarinin bir alt kiimesi,
glioblastomada mikroglia veya monosit iltihabini ¢ektigi bildirilen ve hastalarda daha
kisa sagkalim ile korele olan fonksiyon kazanimi (GOF) mutantlar1 olarak fonksiyonel

olarak sinmiflandirilabilir (Ham ve ark., 2019).

1.11.1.3. PTEN mutasyonu

PTEN, bir tiimdr baskilayici gendir ve 10q kromozomunda yer alir. PTEN'in ana
islevi, fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT yolaklarini negatif olarak diizenlemek ve
hiicre biiyiimesini, metabolizmasini ve hayatta kalmasini kontrol etmektir (Lee ve ark.,
2018). Mutasyon veya delesyon yoluyla PTEN inaktivasyonu glioblastomun
%36'sinda meydana gelir. PTEN kayb1t AKT/mTOR aktivitesini artirarak glioblastoma
hiicrelerinin ¢ogalmasini destekler. PTEN ve yaban tip p53'e sahip hiicreler
birbirlerinin tiimor baskilayici islevini gelistirirler. PTEN, p53'iin bozulmasini inhibe
edebilirken p53 promotdriine baglanarak 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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hiicrelerde PTEN'In bir timor tesvik edici 6zellige sahip oldugu sdylenebilir. PTEN
MDM2'in inaktivasyonu yoluyla mutant p53'iin bozunmasini ve ayrica mutant p53
proteininin dogrudan stabilizasyonunu inhibe eder, burada PTEN inhibisyonu hiicre

proliferasyonunu ve timar biiytimesini baskilar (Li ve ark., 2008).

1.11.1.4. EGFR amplifikasyonu

EGFR kromozom 7p iizerinde bulunur. EGFR amplifikasyonu glioblastomalarin
%40'a kadarinda meydana gelir ve ayrica EGFR mutasyonlar1 (EGFRVIII), amplifiye
EGFR'li tiimdrlerin yarisinda meydana gelir. EGFRVIII ekzon 2 ve 7'de delesyonlar
yani hiicre dis1 alanda 267 amino asit kayb1 olan mutasyona ugramis bir EGFR
formudur ve ligandlara daha az baglanma kapasitesi gosterir (Hatanpaa ve ark., 2010).
Glioblastomda, yaban tip EGFR ve EGFRvIII her zaman birlikte ifade edilir ancak
EGFRVIII daha timorijeniktir ve hiicrelerde PI3K/AKT, RAS ve MAPK yollarini
aktive eder. EGFRVIII ve yaban tip EGFR glioma hiicrelerinde otokrin/parakrin
halkalar olusturur; burada EGFRVIII'li hiicreler, yaban tip olan hiicrelerin ¢ogalmasi
icin heparin baglayic1 epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF) ve doniistiiriicii biiyiime
faktorii a (TGFa) gibi ligandlar saglar (Ramnarain ve ark., 2006).

1.11.1.5. PDGFRA amplifikasyonu

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorii-o. (PDGFRA) amplifikasyonu
glioblastomun yaklagik %13'tinde bulunur. Mutant PDGFRA, PDGFRA
amplifikasyonu ile glioblastomalarin %40'inda meydana gelen tekrarlayan bir gen
yeniden diizenlemesidir. Amplifiye edilmis PDGFRA yiiksek tirozin kinaz aktivitesi
ve transformasyon potansiyeli ile glioblastomda onkojenik 6zelliklere sahiptir (Ozawa
ve ark., 2010).
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1.11.1.6. TERT promotér mutasyonu

Telomeraz ters transkriptaz geni (TERT) 5p15.33 kromozomunda yer alir.
TERT kendi RNA'sin1 kullanarak telomerlerin uzunlugunu korumak i¢in hareket eder
(Killela ve ark., 2013). TERT mutasyonlar1 glioblastomun %69'unda siklikla meydana
gelir ve daha yiiksek glioblastoma riski ile iligkilidir (Yuan ve ark., 2016).

1.11.1.7. MGMT hipermetilasyonu

MGMT, guaninin O6 pozisyonundan alkil eklentilerini ¢ikarabilen 10926.3
kromozomu iizerinde bulunur, bu nedenle DNA onariminda bir islevi vardir. MGMT
hipermetilasyonu, GBM'nin yaklasik %50'sinde gozlenir ve MGMT'nin promotor
alanindaki sitozin-fosfat-guanin (CpG) ada bolgelerinde meydana gelir (Wick ve ark.,
2014). MGMT'nin hipermetilasyonu DNA onarim islevini susturur ve DNA
replikasyonu sirasinda baz yanlis onarimina neden olur. Glioblastomda MGMT
metilasyonu olan hastalar alkilleyici kemoterapiye daha iyi yanit verir (Hegi ve ark.,
2008).

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

Glioblastoma sadece tiimor hiicrelerini  degil ayni zamanda timor
mikrocevresini olusturan immiin hiicreler, astrositler ve vaskiiler hiicreler gibi timor
dis1 hiicreleri de igeren intratiimoral olarak heterojen bir tiimordiir. TUmor
mikrogevresi, glioblastoma patogenezinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar.

GBM dokusunun biiytik bir kismi infiltre mikroglia ve makrofajlardan olusur.
Interldkin-10 (IL-10), interlokin-6 (I1L6), transforme edici bilyiime faktorii-beta (TGF-
B), prostaglandin E2 (PGE2) gibi immiin baskilayici faktdrler, GBM hiicrelerine kars1
immiin yanitt bastirir, dendritik hiicrelerin (DC'ler) diizenleyici bir fenotipe
dontistimiinii  tesvik eder ve (Treg'ler) hiicreler FOXP3 + diizenleyici T'nin
aktivasyonunu tesvik eder. Hipoksinin ve ardindan HIF-la ve VEGF iiretiminin

ifadesinin de Treg aktivasyonuna ve immiin baskilanmaya neden oldugu bildirilmistir.
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GBM'lerden izole edilen makrofajlar M1 (pro-inflamatuar) ve M2 (anti-inflamatuar)
fenotiplerine dogru polarize olma egilimindedir. Fonksiyon ve hiicre ylizeyi belirteci
olarak M2 makrofajlarina benzeyen tiimorle aktive makrofajlarin (TAM'ler), timor

icinde hayati bir rol oynadig1 gosterilmistir.

TAM'lerin matris bozulmasina neden oldugu ve GBM hiicrelerinin ve
GSC'lerin hayatta kalmasini arttirdigr bildirilmistir. GBM ig¢indeki hipoksik mikro
ortamlarin, mikroglia aktivasyonunu TAM'lere doniistiirdiigi bildirilmistir (Jackson

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

GBM mikrogevresi iginde naif T hiicrelerinin aktivasyonu sadece antijen sunan
hiicreler (APC'ler) tizerindeki major histo-uyumluluk kompleksleri (MHC'ler) ile
temasi degil ayn1 zamanda yardimci uyarici reseptorlerin aktivasyonunu da gerektirir
(Driessens ve ark., 2009; Sharpe ve Abbas 2006). GBM'nin belirgin bir 6zelligi TME
icinde degisken yogunlukta meydana gelen hipoksidir. Hipoksi, onkogenlerin ve
transkripsiyon faktorlerinin ifadesini indiikleyen hipoksi ile indiiklenebilir faktorleri
(HIF'ler) ve ayrica biliyiime faktorii B'y1  doniistiiren anjiyopoietinler gibi
proanjiyojenik faktorleri aktive eden ve yukari regiile eden GBM'nin etkili bir 6zelligi
olarak kabul edilir (Hnahan ve ark., 2011). Hipoksi ayrica makrofajlarin TGF-f ve IL-
6 salgiladigi inflamatuar nisi olusturan makrofajlarin ve mikroglialarin metabolik
programlanmasina ve mikrogevreye alinmasina katkida bulunur ayn1 zamanda GSC
popiilasyonunun genislemesini kolaylastinr (Ho ve ark., 2017). GSC'lerin
stirdiiriilebilirligini korumak hem EC'ler tarafindan salinan NO hem de siklik guanozin
monofosfat gibi biyomolekiillere de baghdir (Hira ve ark., 2018). Son zamanlarda
yapilan  arastirmalar  fibroblast biiyiime faktoriinin  (FGF-2) GBM'nin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigin1 ve GSC'lerin varligim1 koruyarak temel
FGF-2'nin GSC'ler lizerindeki etkisine iliskin daha fazla arastirma igin umut verici bir
alan ortaya ¢ikarmistir (Hley ve ark., 2014). Calismalar GSC'lerin GBM'nin hiicresel
heterojenliginden yiliksek oranda sorumlu olan yeni tiimorler olusturma kabiliyetine

sahip GBM igindeki nadir bir hiicre alt kiimesini temsil ettigini varsaymistir (Holland
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ve ark., 2001; Lathia ve ark., 2015). Glioma ile iliskili mikroglia/makrofajlarin
(GAM'ler) sayist neredeyse tiimor hiicrelerinin sayisina esittir. Giliglii kanitlar
GAM'lerin diger miyeloid hiicrelerle birlikte gliomalarin immiinolojik 6zellikleriyle
sik1 bir sekilde iligkili oldugundan GAM'lerin timdr ilerlemesini destekledigini
kanitlamistir (Li ve ark., 2012). Ornegin GAM'ler GBM hiicrelerinden MMP2 ve
MMP9 salinimini destekleyen TGF-f salgilar; bu matris metaloproteazlar GBM'nin
invazivligini arttirmak i¢in kollajen ve elastin gibi ECM bilesenlerinin bozunmasi igin
kritik 5Sneme sahiptir (Ye ve ark., 2012). Ote yandan TGF-B, mikroglia/makrofajlarin
immiinosupresif bir M2 fenotipine polarizasyonunu destekler ve GAM'lerin T hiicre
proliferasyonunu inhibe etme kapasitesini artirarak tiimor ilerlemesini destekler (Wu
ve ark., 2010). Perisitler EC'ler ve GSC'ler arasindaki etkilesim timor
anjiyogenezisine katkida bulunan sinyal aglarimi olusturur (Raza ve ark., 2010).
Spesifik olarak perisit-EC etkilesimleri tiimoér damar sistemi ile yakindan iliskili
makrofajlar1 toplayan endotelyal baglantilarin olusumundan sorumludur (Charles ve
ark., 2011). Perisitler noral glial antijen 2 (NG2), kondroitin siilfat proteoglyacan 4
(CSPG4) ve a-diiz kas aktin (a-SMA) ifade ederek vaskiiler olgunlasmay1 destekler.
Hem tiimor hem de stromal hiicrelerin bir bileseni olarak gorev yapan NG2/CSPG4,
timor biiyiimesini destekler (Siebzehnrubl ve ark., 2011). GBM neoanjiyogenezinde,
neovaskiiler tinitenin temel bir unsuru olan artmis perisitler, KBB'nin bozulmasi ile
birlikte neovaskiilarizasyonun iyi bir belirteci olarak kabul edilir (Schiffer ve ark.,
2018). ECM mikrogevrenin hiicresel olmayan bilesenini olusturur ve CNS'nin normal
fizyolojisine katkida bulunan bir biyokimyasal sinyal kaynagi olarak islev goriir (Lau
ve ark., 2013). Dinamik ECM beyin hacminin yaklasik %20'sini olusturur (De Gooijer
ve ark., 2018). GBM hiicreleri ve ECM arasindaki etkilesimler tiimor hiicresi
invazyonunu, maligniteyi ve gocii diizenler. GBM'deki patolojik kosullar altinda ECM
agrin kan damarlarinin bazal laminasindan kismen kaybolur ve daha sonra tenasin ile
degistirilir ( Rascher ve ark., 2002). Hyaluronik asit (HA), CD44, MMP9 ve
hiyaliironidazlar 1/2/3 (Hyal 1/2/3) gibi ECM baglayici proteinlerin timii GBM'nin
invazyonunu ve infiltrasyonunu kolaylagtiran ECM'nin yeniden sekillenmesi iizerinde
dogrudan bir etkiye sahiptir. Glioma hiicreleri stromal hiicrelerin nisinde bulunur ve
tiimor destekleyici bir ortam olusturmak i¢in islevlerini degistirmek {izere onlarla

iletisim kurar. GBM’de TME glioma hiicreleri, 6zellesmis glioma kok hiicreleri
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(GSC), yerlesik glial hiicreleri (oligodendrositler, astrositler, ependimal hiicreler,
mikroglia) i¢eren stromal hiicreler, monositler, makrofajlar ve lenfositler gibi infiltre

edici immiin hiicrelerden olusur (Abels ve ark., 2019; Broekman ve ark., 2018).

Sekil 1.18. Glioblastoma Mikrogevresi (Yekula ve ark., 2019)

1.12.1. GBM (Glioblastoma Multiforme) Mikrocevresinin Hiicresel
Bilesenleri

GBM'nin TME'si hiicresel bilesimi ve bagisiklik hiicrelerine erisilebilirligi
acisindan benzersizdir. TME'yi benzersiz kilan faktorler aym1 zamanda yiiksek
diizeyde bagisiklik bastirict ve "soguk" TME fenotipine katkida bulunmaktadir.
Stirekli mutasyona ugrayan tiimor hiicrelerinin aksine TME'nin stromasi genetik

olarak stabil bir terapotik hedeftir. Bu stromal hiicrelerin neden oldugu
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immiinosupresyonun azaltilmasi fonksiyonel efektér T hiicre infiltrasyonunu tesvik
etme ve tedavi i¢in yeni firsatlar olusturma potansiyeline sahiptir (Tomaszewski ve
ark., 2019). GBM'de tiimor mikrogevresinin (TME) yani sira hastalar arasinda 6nemli
hiicresel ve molekiiler heterojenlik s6z konusudur. Glioblastoma mikrogevresi hiicre
dis1 matris (ECM), biiyiime faktorleri, sitokinler, kemokinler ve hipoksi ve asidoz gibi
spesifik kosullar ile birlestirilmis ¢esitli kanserli ve kanserli olmayan hiicrelerden
olusur (Schifer ve ark., 2018; Chen ve ark., 2017; Christensen ve ark., 2008). Tiim bu
kilit hiicreler glioma nisinde farkli sekilde dagitilir, timoriin farkli kisimlarini dinamik
olarak dontistiiriir ve TME'deki aralarindaki iletisim veya karisiklik glioma biiylimesi,
proliferasyonu, invazyonu, niiksii ve tiimor anjiyogenezinde ¢ok 6nemli bir rol oynar
(Yekula ve ark., 2019). Bu baglamda GBM ECM'nin, protein ve protein olmayan
icerik diizeylerinde belirgin degisiklikleri tetikler ve hatta ECM'in hiicrelerinkine
kiyasla hacmini arttirir ve bu da tiimor biliylimesine yol agar (Belousov ve ark.2019;
Chintala ve ark., 1996; Miistimeci ve ark., 2015). Normal beyin dokusunda astrositler
ve oligodendrositler matrisi olusturur ancak neoplastik kosullarda GBM hiicreleri

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

GBM'lerin ortak o6zelliklerinden biri gesitli anjiyojenik faktorler ve kemokinler
nedeniyle genis neoanjiyogenez ve anormal arterlere sahip en vaskiiler tiimdrlerden
biri olmalaridir (Vleeschouwer ve Glioblastoma 2017). GBM'deki anormal
vaskiilarizasyon esas olarak vaskiiler endotelyal biiytime faktorleri (VEGEF'ler) yoluyla
anjiyojenik faktorlerin yukari regiilasyonuna baglanir (Dieterich ve ark., 2012; Giusti
ve ark., 2016). Yeni kan damari olusumu kan aginin genislemesine, gegirgenligin
artmasina ve endotel hiicrelerinin ¢ogalmasiyla damar genislemesine yol agar. Bu
olaylarla ilgili olarak kan-beyin bariyeri (KBB) bozulur ve beyin 6demine, interstisyel
basing artigina ve inflamasyona yol agar (Chiorean ve ark., 2014; Treps ve ark., 2017).
Diger bir tehdit olusturan durum ise tiimor damarlar tikandiginda hipoksi ve nekroza
yol acabilen oksijen iletimi ile ilgilidir (Ponte ve ark., 2017; Monteiro ve ark., 2017).
Astrositler beyinde ve GBM mikrogevresinde cok dnemli bir rol oynar. Yapisal destek,
homeostaz, oksidatif strese karg1 koruma, enerji depolama ve sinaptik organizasyon ve

yeniden sekillenme bu hiicrelerin en hayati rolleridir (Perrin ve ark., 2019;
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Tomaszewski ve ark. 2019). Histolojik incelemeye gore beyin ylizeyinin yaklasik
%99'u bu hiicrelerden olugmaktadir (Watkins ve ark., 2014). Ayrica astrositler
tarafindan ndrotrofik faktorlerin ve sitokin salgilanmasinin uyarilmasi GBM'de timor
bliyiimesi ve tedaviye direng iizerinde dikkate deger bir etkiye sahiptir (Pietras ve ark.,
2014). Kan beyin bariyeri olusumu bu hiicrelerin bir diger kritik roliidiir (Le ve ark.,
2003; Wolburg ve ark., 2009). Normal beyin dokusunda néronlar gii¢lii mitojenik
sinyaller tireterek noral ve oligodendrosit dncii hiicrelerinin biiylimesini uyarir (Park
ve ark., 2017; Boso ve ark., 2019). Bu hiicreler GBM hiicre igeriginin bir kismini igerir

ve astrositler gibi tiimor gelisimine yol agar.

GBM ile iliskili makrofajlar /mikroglia GBM tiimér kiitlesinin% 30 ila% 50'sini
olusturur. Hemen hemen tim GBM neoplastik olmayan hiicreler arasinda kanla
tasinan makrofajlar ve beyinde yerlesik mikroglia bulunur (Rossi ve ark., 1987). En
kritik GBM hiicrelerinden biri olarak kabul edilen bu hiicreler glioma
proliferasyonunu ve gogiinii tesvik eder ayrica immiin etkilere sahiptir. Kanser
hiicrelerinden salinan faktorlerden kaynaklanan cesitli bliylime faktorleri ve sitokinler
salgilarlar (Brandenburg ve ark., 2016; Miiller ve ark. 2015; Zhu ve ark., 2016).
Lenfositler hiicre kombinasyonunun kii¢iik bir boliimiinii olusturmalarina ragmen
glioma hiicrelerine karg1 dnemli bir savunucu gorevi goriirler (Orrego ve ark. 2018).
CD8 + sitotoksik T hiicreler ve CD4 + yardimcet T hiicreler, GBM mikrogevresindeki
ana lenfositlerdir (Han ve ark., 2014a; Yang ve ark., 2010). Dogal oldiiriicii (NK)
hiicreler, GBM tiimorlerine sizan baska bir lenfosit tiirtidiir (Castriconi ve ark., 1950).
Bu biiytik graniiler lenfositler timor hiicrelerine karsi dogustan gelen ve adaptif olanlar

da dahil olmak tizere her iki bagisiklik tiiriine de katilirlar (Papamichail ve ark. 2004).
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Sekil 1.19. GBM’in Inflamatuar Tiimér Mikrogevresi (DeCordova ve ark., 2020)

1.12.2. GBM (Glioblastoma Multiforme)’de Morfolojik Heterojenlik

GBM'ler, beynin intrinsik glial hiicrelerinden kaynaklandig: diisiiniilen malign
glioma spektrumunun bir pargasidir ancak son caligmalar bu varsayimi daha da
detaylandirmigtir (Friedmann ve ark., 2012). Yaygin olarak kullanilan Diinya Saglik
Orgiitii Smiflandirma Sistemine (WHO)’ne gore malign gliomalar, koken aldiklar
varsayilan hiicrelere histolojik ve imminohistokimyasal benzerliklerine gore alt
tiplerdir ve histolojik 6zelliklere gore derecelendirilir (yani mitotik figiirler, nekroz,
vaskiiler endotel hiperplazisi) (Louis ve ark., 2007). Bu sisteme gére GBM'ler yiiksek
derecede malign davranislarini yansitan derece IV neoplazmlardir (en az siddetli ve
IV ila en siddetli anlamina gelir). Teshis icin kullanilan morfolojik ve
immiinohistokimyasal 6zellikler malign gliomalarin teshis ve derecelendirilme seklini

degistirmistir (Louis ve ark., 2012).

Bununla birlikte molekiiler mekanizmay1 ortaya gikaran genomik teknolojilerin
varligit GBM kavramini tanimlamak i¢in basit ama ufuk agic1 bir klinik gézlem olarak

hastalig1 yeniden sekillendirmistir. Klinik olarak ¢ogu hasta de novo derece IV
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lezyonlarla (birincil GBM'ler) basvururken, hastalarin sadece kiigiik bir kismi diisiik
dereceli gliomlardan (ikincil GBM'ler) basvurmaktadir. Onemli olarak bu iki klinik
sunumun birincil GBM'lerde epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve fosfataz
ve tensin homolog (PTEN) anormallikleri ile ikincil timorlerde ise TP53 lezyonlari
gibi farkli molekiiler korelasyonlar mevcuttur. Ikincil GBM'ler nadir olmakla birlikte
GBM'lerin %5 ila %10'unu olusturur, heterojen molekiiler 6zellikleri ve klinik seyri

nedeniyle GBM tanimini yeniden sekillendirilmistir (Ohgaki ve ark., 2013).

1.12.3. Glioma Hiicre Motilitesinin Molekiiler Mekanizmalari:

En kétii huylu beyin tiimorii olan Glioblastoma (GBM), karmasik bir biyolojiye
sahiptir ve onlarca yillik arastirmaya ragmen hala pek ¢ok sey bilinmemektedir. GBM
merkezi nekroz ve mikrovaskiiler proliferasyon sergileyerek kendisini diisiik dereceli
gliomlardan ayirir. Hizli ve oldukga infiltratif bir biiylime ile karakterizedir. GBM'de
ekstrakraniyal metastazlar olduk¢a nadirdir; timor hiicresi invazyonu ve metastazi,

GBM yayiliminin ana 6zellikleridir (Johansen ve ark., 2016).

Glioma hiicreleri saglikli beyni istila etmek i¢in esas olarak kan damarlar1 ve
aksonlarin etrafindaki perivaskiiler bosluk olmak tizere iki yol kullanir (Cuddapah ve
ark., 2014). Glioma hiicrelerinin yalnizca bir yolu digerine gore mi kullandigi yoksa
diger yollarin da mi kullanildigi tam olarak anlagilmamistir. Ek olarak glioma
hiicrelerinin istila i¢in bir yolu digerine tercih etmeye nasil karar verdigi
bilinmemektedir. Bir glioma hiicresinin hareket etmesine zemin hazirlayan cesitli
hiicresel ve ¢evresel gereksinimler vardir. Ornegin gd¢ eden hiicreler, enerji
metabolizmasinda, genellikle hipoksik kosullar tarafindan indiiklenen degisiklikler
gosterir (Kathagen ve ark., 2016; Horing ve ark., 2012). Sitokinler, kemokinler,
beslenme yoksunlugu ve hipoksi, transkripsiyon faktorlerinin (TF'ler) ifadesinde
degisikliklere ve ardindan protein ifadesinin degismesine neden olur (Lu ve ark.,
2010). Bu baglamda iyon kanallari, norotransmiterler, proteazlar, kemokinler ve

sitokinlerin farkli ifadesi, hareket halindeki glioma hiicreleri olarak tespit edilmistir

43



(Demuth ve ark., 2004). Transkripsiyonel degisikliklerin yan1 sira glioma hiicresinin
hiicre iskeleti hiicre hareketine izin verecek sekilde yeniden diizenlenmeli, hiicre
yapismasi azaltilmali ve tiimor hiicresi kiiglik perivaskiiler bosluga sigacak sekilde
kii¢iiltiilmelidir. Ayrica hiicre dis1 matrisin (ECM), glioma hiicre istilasina izin vermek
icin yeniden modellenmesi veya yok edilmesi gerekir (Gladson ve ark., 1999).
Astrositler veya endotel hiicreleri gibi komsu neoplastik olmayan hiicrelerle glioma
hiicrelerinin etkilesimi glioma hiicre go¢ii i¢in dnemlidir (Bougnaud ve ark., 2016 ; Da
Fonseca ve ark., 2013). Glioma hiicrelerinin invazyon ve metastaz igin kullandigi
farkli siireglere ve mekanizmalara glioma hiicrelerinin hareketliligini diizenleyen

sinyal kaskadlar1 aracilik eder.

Glioma hiicreleri her ikisi de yiiksek mekanik sertlik gosteren kan damarlari veya
beyaz madde yollarinin miyelinli sinir lifleri gibi 6nceden var olan yapilar1 kullanarak
saglikli beyin parankimine sizar (Rao ve ark., 2003; Lefranc ve ark., 2015). ECM
sertligi, hiicre hareketliliginin 6nemli bir diizenleyicisidir. Hiicrelerin daha sert bir
ECM alanina dogru hareketine mekanotaksis denir (Lo ve ark., 2000). Perivaskiiler
boslukta oldugu gibi daha sert bir ECM glioma hiicre gociinii destekler (Ulrich ve ark.,
2009). Sertlik glioma derecesine gore degisir. Invaziv GBM'nin kollajen, fibronektin
(FN) ve laminin gibi sertlik arttiric1 faktorler tirettigi bilinmektedir. Ek olarak glioma
hiicreleri serebral vaskiilatiiriin bazal membraninin bilesenlerini glioma ilerlemesi ile
iliskili olan tenascin (TN)-C'yi asir1 ifade eder (Mahesparan ve ark., 2003). Glioma
hiicreleri endotel hiicreleri tarafindan {retilen bradikinin gibi kemoatraktanlar

tarafindan kan damarlariin etrafindaki perivaskiiler bosluga alinir (Montana ve ark.,

2011).

Ayrica glioma hiicreleri iizerindeki kemokin reseptorlerinin asirt ifadesi
perivaskiiler invazyon ile iligkilendirilmistir (Yadav ve ark., 2016). Bilinen ikinci bir
glioma hiicre istilas1 yolu olan beyaz madde yollar1 boyunca hiicre hareketine cekici
veya itici faktorler olarak hareket eden aksonal kilavuz molekiiller ad1 verilen ¢esitli

proteinler aracilik eder.
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Tiimorlerin glivenilir sekilde tanimlanmasi etkili tedavilerin gelistirilmesi i¢in
bir 6n kosuldur. GBM'de bulunan hiicrelerin heterojenligi nedeniyle sabit bir
tamimlama yapmak olduk¢a zordur (Scott ve ark., 1995; Kim ve ark., 2014).
Baslangicta GBM olarak tanimlanan bir tiimor sonraki analizlerde farkli tipte olabilir
(Kim ve ark., 2014). Bu tutarsizliklar GBM'nin agik bir sekilde tanimlanmasina izin
verecek araglara olan ihtiyact hakli ¢ikarmaktadir. GBM herhangi bir metastatik
bilesenin yoklugunda daha yiiksek dereceli tiimor (evre IV) olarak tanimlanan tek kati
tiimordir. Diger tiim kat1 tiimorler doku infiltrasyonuna, hiicre farklilagmasi
derecesine, mitotik indekse ve metastatik invazyona bagli olarak siiflandirilabilir.
GBM'nin karmasiklig1 ve heterojenligi nedeniyle, 2007 Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
beyin tiimoérlerinin siniflandirmasi hiicrelerin mitotik indeksleri ve molekiiler kriterleri
ile birlikte histolojik profiline dayanmaktaydi (Louis ve ark., 2007). Bu
smiflandirmada farkli GBM tiirleri listelenmistir: Bunlar; saf astrositom,
oligoastrositom ve noro-astrositomdur. 2016 WHO simiflandirmasi 6ncelikle tiimoriin
genetik profiline dayanan yeni bir yaklasim gelistirmistir (Louis ve ark., 2016). En
dikkate deger degisiklikler izositrat dehidrojenaz (IDH) durumunda (mutasyona
ugramis ve yaban tip) ve 1pl19q birlikte delesyonunun saptanmasindadir. Mitotik
indeks ve hiicrelerin histolojik yapisi ile iligkili bu yap1 terapotik semanin
yonlendirilmesine yardimci olur. Bu sekilde mevcut WHO siniflandirmasi sadece
tiimoriin yapisini belirlemeye izin vermekle kalmaz ayn1 zamanda terapdtik yontem

i¢in bir se¢cim yapilmasina da olanak tanir.

Gen ifade profillerine dayanarak, GBM’ler klasik, prondral, noral ve
mezenkimal dort alt sinifa ayrilir. Bu siniflar tiimor agresifligi, ilerlemesi ve/veya

prognozu bakimindan farklilik gdsterir (Van Meir ve ark., 2010).
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Sekil 1.20. Glioma alt tipi patogenezinde gozlenen genetik degisikliklerin sematik gosterimi (Van Meir ve ark.,
2010)

GBM'ler, diistik dereceli glioma tiimorlerinden (derece II veya III astrositom)
malign transformasyon yoluyla gelisen birincil (de novo) veya ikincil olarak
tanimlanir (Ohgaki ve ark., 2007). Ayni tiimoér i¢inde ¢esitli molekiiler alt siniflarin
saptanabilecegi gosterilmistir (Sottoriva ve ark., 2013). Literatlirde prondral ve noral
GBM alt tiplerinin subventrikiiler zonda veya yakininda ortaya ¢iktigi mezenkimal ve
klasik alt tiplerin ise subventrikiiler zonun distalinde ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir
(Jovcevska ve ark., 2019).

1.12.4. Gen ifadesine Dayali GBM'lerin Molekiiler Siniflandirmasi

Glioblastom izositrat dehidrojenaz 1 ve 2 (IDH1 / 2) mutasyonlarinin yoklugu
veya varligi ile iligkili primer veya sekonder glioblastom olarak siniflandirilabilir.
Glioblastomlarin ¢ogunlugu yabanil tip IDH1/2 ile primerdir ve noral kok hiicreler,
glial progenitorler veya astrositler gibi farklilasmig hiicreler neoplastik olmayan
hiicrelerden kaynaklanir (Zong ve ark., 2012). Sekonder glioblastoma ile
karsilastirildiginda primer glioblastoma yogun tedaviden sonra bile daha kotii bir
prognoza sahiptir. Ileri yastaki (> 60 yas) hastalar daha da kisa bir sagkalima sahiptir.
Sekonder glioblastom siklikla IDH1 veya IDH2 mutasyonunu barindirir diigiik
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dereceli gliomadan ilerler ve daha iyi prognoza sahiptir (Louis ve ark., 2016; Ohgaki
ve ark., 2013).

2010'da Verhaak ve arkadaslari, GBM!'leri ayr1 kategorilerde gruplamak igin
somatik mutasyonlari, DNA kopya sayist degisikliklerini ve gen ifade profilini analiz
etmislerdir (Verhaak ve ark., 2010). Bu ¢alisma sayesinde molekiiler ve gen ifade
profillerinin spesifik kiimelenmesine dayali olarak dért GBM alt tipi (Klasik, Prondéral,
Noral ve Mezenkimal) olusturmuslardir. Klasik kategori, p16INK4A ve pl4ARF
delesyonu ile birlikte EGFR amplifikasyonunun daha fazla baskin oldugunu TP53
mutasyon oranlarinin azaldigin1 géstermistir. Histolojik olarak, Klasik alt tip,
astrositlerle daha tutarli 6zellikler géstermistir. Pronoral kategorisinin daha yiiksek
oranda PDGFR amplifikasyonu, TP53 mutasyonu, LOH ve IDH1 mutasyonu oldugu
bulunmusgtur. Bu tiimérler en ¢ok oligodendrositlerle uyumlu olan histolojik
ozelliklere sahiptir. Pronoral alt tiplerini barindiran hastalar daha geng ve tedaviye
daha iyi yanit vermislerdir. Noral alt tipin daha yiiksek derecede noéronal belirteg
ifadesine sahip oldugu bulunmustur. Mezenkimal alt tipin PTEN ve Akt
degisiklikleriyle birlikte daha yiiksek derecede NF1 mutasyonlarina sahip oldugu

tespit edilmistir.

Klasik alt tip sinifindaki GBM’ler gen amplifikasyonu ve gen kaybi olusturan
mutasyonlar gosterir (Verhaak ve ark., 2010). Taranan tiim klasik alt tiplerde diger
GBM tiimor alt tiplerinde de goriilen kromozom 10 kaybi ve kromozom 7
amplifikasyonu meydana gelir. Ancak yiiksek diizeyde epidermal biiyiime faktorii
(EGFR) mutasyonlari baslica klasik tiimorlerde gozlenirken diger GBM alt tiplerinde
nadiren goriiliir (Verhaak ve ark., 2010). Klasik tiimdrler ayrica tiimor baskilayici
TP53 mutasyonunun olmamasi ile karakterize edilirken prondral tiimorlerin
¢ogunlugu TP53 mutasyonu olusturur (Phillips ve ark., 2006). Ek olarak pronéral alt
tip, trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorii A'daki (PDGFRA) degisiklikler ve
IDH1'deki nokta mutasyonu olmak tizere iki farkli 6zellige sahiptir (Verhaak ve ark.,

2010). GBM tiimorleri tiimii noronal belirtegler olan NEFL, GABRA1, SYTI1 ve
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SLC12A5'in noral mevcut ifadesi olarak siniflandirilir. Bu farkli timdr alt tipleri hala
bilinmeyen ancak GBM'nin heterojenligini yansitan farkli prognoz ve tedavilere yanit
verebilir (Verhaak ve ark., 2010).

GBM'ler bilinen bir 6ncii olmadan ortaya ¢ikan primer (de novo) veya diisiik
dereceli bir tiimoriin zaman igcinde GBM'ye doniistiigii sekonder tiimor olarak
siniflandirilabilir. GBM'lerin ¢ogunlugu primer GBM’dir ve bu hastalar daha yash
olma egilimindedir, sekonder GBM'li hastalardan daha kotii prognoza sahiptir
(Wilson, Karajannis ve Harter, 2014).

Birincil ve ikincil GBM'ler histolojik olarak ayirt edilemez. Tarihsel olarak ikisi
arasindaki ayrim klinik ge¢mise dayanmaktadir. Bununla birlikte bu tiimoérlerin
genetik, epigenetik ve molekiiler profilinin daha derinlemesine anlasilmasiyla ayrim

daha net hale gelmistir.

Klinik ve goriintiileme kriterlerine dayali ikincil GBM'lerin insidansi izositrat
dehidrojenaz (IDH) durumu tarafindan tahmin edilenden biraz daha diisiiktiir (sirasiyla
%S35'e kars1 %6-13) (Ohgaki ve ark., 2004; Ohgaki ve ark., 2005; Dropcho ve ark.,
1996). Klinik olarak ikincil GBM tanisi alan hastalar birincil GBM'si olanlardan
ortalama 17 yas daha genctir (Ohgaki ve ark., 2004; Dropcho ve ark., 1996); daha geng
bir hasta grubuna yonelik bu onyargi, IDH mutasyonlar1 olan hastalar i¢in IDH1
durumu ile ¢ok yakindan iligkilidir (Watanabe ve ark., 2009; Ichimura ve ark., 2009).
IDH-mutant GBM'li hastalarda klinik seyir daha az agresif davranigin gostergesi
olarak 6nemli 6lgiide daha uzundur (Ohgaki ve ark., 2004; Ohgaki ve ark., 2005;
Watanabe ve ark., 2009).

Primer ve sekonder GBM'lerin ¢ogunlugu timdr hiicresinin hiicre dongiisii
kontrol noktalarindan kagan, kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna, artan hiicre
sagkalimina yol acan, ayrica yaslanmadan ve apoptoz yollarindan kagmasina izin

veren degisikliklere sahiptir (Chen, McKay ve Parada., 2012).
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Primer ve sekonder GBM’ler arasinda molekiiler degisiklikler ve gen ifade
paternleri arasinda degisiklikler fark edilmistir. Primer GBM i¢in EGFR, PDGFRA,
PTEN, TP53, NFI ve CDKN2A/B'de ve TERT promotdér mutasyonlarinda
degisiklikler gosterir ancak IDH1/2 mutasyonlarinda degisiklik gostermez (Tabatabai
ve ark., 2010; Vigneswaran ve ark., 2015).

Sekonder GBM'ler 6nceden var olan diisiik dereceli bir gliomadan GBM'ye
ilerleyen ve biiyilik 6lgiide pronoral alt gruba giren tiimoérlerdir. Bu ikincil GBM'ler
IDH1 ve 2'deki (izositrat dehidrojenaz) mutasyonlarin yani sira yukari regiile edilmis
PDGFRA sinyallemesi ile p53 mutasyonlari ve kromozom 19q kayb1 siklikla goriliir
(Alifieris ve Trafalis, 2015; Wilson ve ark., 2014; Geng, Jamshidi, Davis ve Sherman,
2015). Molekiiler gruplari tanimlamak i¢in TCGA tarafindan GBM'nin kapsamli
genomik ve transkriptomik profiline gore ¢ogu tiimoriin EGFR ve PDGFRA gibi
reseptorlerdeki mutasyonlar/amplifikasyonlar yoluyla sinyal veren reseptdr tirozin
kinaz (RTK); PI3K ve PTEN gibi ortak onkojenik yollarda degisiklikleri barindirdigi
bulunmustur (McLendon ve ark., 2008; Brennan ve ark., 2013).

GBM kendi TME'si (Timor mikrogevresi) ile siirekli iletisim halindedir ve
TME, GBM'nin tiimér olusumuna ve ilerlemesine katkida bulunur (Schiffer ve ark.,
2015, 2018 ). GBM TME’si, hiicre dis1 matris, glioma kok hiicreleri (GSC'ler) gibi
tiimor hiicreleri ve endotel hiicreleri, perisitler, mikroglia, bagisiklik hiicreleri,
oligodendrositler, néronlar, astrositler ve miyeloid baskilayici hiicreler de dahil olmak
lizere timor olmayan hiicrelerden olusan heterojen bir yapiya sahiptir (Roberts ve ark.,
2020). Coziiniir proteinler, DNA, mRNA ve kodlayicit olmayan RNA'lar i¢eren hiicre
dis1 vezikiiller GBM ve TME arasindaki iletisimi saglar ve bu vezikiiller anjiyogeneze,
apoptozdan kaginmaya ve ilaglara karsi dirence katkida bulunur (Materredona ve ark.,
2019; Simon ve ark., 2020). GBM hiicrelerinin ince membran kanallariyla (tiinelleme
nanotiipleri) iletisim kurdugu gosterilmis ve elde edilen sonuglar bu nanotiiplerin
GBM hiicrelerinin temozolomidden (TMZ) ve iyonlastirict radyasyon tedavisinden

korunmasina aracilik ettigini ortaya koymustur (Valdebenito ve ark., 2020).

49



GBM'in kokeninin kesin hiicresi hala tartismali bir konudur. Literatiirde
subventrikiiler bolgenin noral kok hiicrelerinin (NSC'LER) ve oligodendrosit oncii
hiicrelerinin GBM hiicresi i¢in iki adayi temsil ettigi bildirilmistir (Fan ve ark., 2019).
Ayrica cesitli calismalar GBM'nin glial ve astrosit Oncii hiicrelerinin malign
transformasyonundan ~ ve  astrositlerin  ve  noronlarin  farklilagsmasindan
kaynaklanabilecegini 6ne siirmistir (Fan ve ark., 2019; Altmann ve ark., 2019;
Matarredona ve ark., 2019).

Sekil 1.21. GBM ‘in Mutasyonel ve Epigenetik Siniflandiriimasi1 (DeCordova ve ark., 2020)

1.13. Gliomajenez

Primer glioblastomun kokeni hakkinda glioblastoma kok hiicrelerinden
(GSCl'ler), progenitor hiicrelerden veya astrositlerden farklilasma yoluyla {i¢ teori

Onerilmistir.
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Sekil 1.22. Norogenez ve Gliomagenez Arasindaki iliski (Min Guo 2020)

Normal nérogenezde, noral kok hiicreler (NSC'ler) noral ve glial progenitorlere
yol agar. Daha sonra ndral progenitorler ndronlara farklilasir ve glial progenitor
hiicreler oligodendrositlere ve astrositlere farklilagir. Bununla birlikte gliomagenez
sirasinda, onkojenik genlerin aktivasyonunu veya baskilayici genlerin kaybini
indiikleyen mutasyonlar, néral kok hiicrelerde, progenitorlerde veya astrositlerde
meydana gelebilir ve bu da glioma kok hiicrelerinin (GSC'ler) olusmasina neden
olabilir. GSC'ler mezenkimal olmayan ve mezenkimal glioma hiicrelerine
farklilagabilir ve tiimér olusturabilir. Ote yandan bazi terapi uyaranlar1 glioma

hiicrelerinin GSC'lere farklilasmasini indiikleyebilir.

1.14. GBM’de (Glioblastoma Multiforme)’de Vaskiilarizasyon
GBM'ler neo-anjiyogenez, hiperdilate ve sizdiran damarlari gosteren anormal bir

vaskiilatiir ile endotel hiicrelerinin ve perisitlerin kotii organize olmus vaskiiler yapilar

olusturdugu vaskiiler glomertiler yapilar1 nedeniyle en vaskiilarize tiiméorlerden biridir
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(Wesseling ve ark., 1997). Esas olarak tiimor hiicreleri veya infiltre edici immiin
hiicreler tarafindan ifade edilen gliomlarda ¢esitli anjiyojenik faktorlerin ve
kemokinlerin varhigi s6z konusudur. Bununla birlikte GBM'deki vaskiiler
anormallikler agirlikli olarak kan-beyin bariyerinin (KBB) ‘nin bozulmasina neden
olan yiiksek diizeyde vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) seviyelerine
baglanir. Kan beyin bariyeri (KBB) arasindaki iyon ve molekiillerin transferini siki bir
sekilde diizenleyen bir norovaskiiler birim olusturan endotelyal hiicreler, perisitler ve
astrositlerden olusur (Daneman ve ark., 2015; Zlokovic ve ark., 2011). Bariyerdeki
bozukluk, timdr dokusuna sizan plazma ve sivi ile damar gecirgenligini indiikler
bdylece beyin 6demi ve interstisyel basinci indiikler. Bu degisiklikler ayn1 zamanda
vaskiiler islevi de tehlikeye atar ve yavas kan akisina neden olarak GBM iginde tutarsiz
oksijen sunumuna yol agar. Buna karsilik tiimor damarlar tikandiginda GBM'nin bir
baska 6zelligi olan psddopallisading nekroza doniisebilen lokal hipoksik alanlar
geligir. Bu kosullar ayn1 zamanda proanjiyogenik ve immiinosupresif 6zellikler ortaya
cikaran makrofajlar gibi dogustan gelen bagisiklik hiicrelerini de timor
mikrocevresine ¢eker boylece tiimor damar sisteminin bu zayif perfilize alanlara dogru
genislemesine yardimci olur. GBM vaskiilatiiriiniin  ¢ogunlukla anjiyogenez ile
genislemesine ragmen tiimor damarlarindaki mevcut endotel hiicrelerinin ve kemik
iligi kaynakli vaskiiler progenitorlerin proliferasyonu neovaskiilarizasyonu tesvik
edebilir (Du ve ark., 2008). Daha yakin zamanlarda fare GBM modellerinde soy
izleme deneyleri ve hastadan tiiretilen GBM'deki endotel hiicrelerinin genetik
mutasyonel analizi GBM'deki endotelyal hiicrelere veya perisitlere farklilasma
yetenekleriyle glioma kok hiicrelerinin (GSC'ler) baska bir vaskiiler bilesen kaynagi
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Wang ve ark., 2010; Soda ve ark., 2011; Ricci ve ark.,
2010; Cheng ve ark., 2013). GBM vaskiilatiiriiniin heterojen yapisi, tiimore karst
potansiyel ilaglar i¢in onemli roliinii etkilemekle kalmaz ayni zamanda hiicresel
yapismay1 ve bagisiklik hiicrelerinin diapedezisini etkileyen yapiskan 6zelliklerini de
degistirir. Bu baglamda VEGF yiikselmesinin anormal ve anjiyojenik bir vaskiilatiir
olusturmanin yani sira tiimore reaktif T hiicrelerinin ekstravazasyonunu da
engelledigini ve GBM dabhil olmak iizere tiimorlerin konak¢1 immiino-gozetiminden
kagmasini saglayan immiin baskilayici bir mikro ortami destekledigi bilinmektedir

(Motz ve ark., 2013). VEGF, anjiyojenik damarlardaki ICAM1 ve VCAMI yapisma
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molekiillerini azaltir ve bdylece immiin T-efektor hiicrelerinin tiimdre infiltrasyonunu
ve DCl'lerin olgunlasmasini dogrudan engeller. Antijene 0zgii diizenleyici T
hiicrelerini (Treg'ler) etkinlestirir. Bu durum GBM'nin immiinosupresif bir yapi

kazanmasina ve ardindan diisitk CTL (sitotoksik T lenfosit) sizmasina katkida bulunur.

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

TME'nin immiin olmayan bir diger 6nemli bileseni kan-beyin bariyeridir (KBB).
KBB, molekiillerin ve hiicrelerin siki bir sekilde diizenlenmesine izin veren beynin
onemli bir 6zelligini olusturur (Daneman ve ark., 2015). KBB, astrosit, endotel
hiicreleri ve perisitlerle etkilesimi yoluyla olusturulur. KBB, intraven6z ajanlarla beyin
malignitelerini tedavi ederken siklikla goriilen zayif kemoterapdtik etkinlige katkida
bulunan yapilardan 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 degil, ayn1 zamanda kan damarlarinin sizintisina katkida bulunan artan
vaskiilarite nedeniyle de tehlikeye girer (Wolburg ve ark., 2012; Dubois ve ark., 2014).
Vaskiilatiirin distrofik biiylimesi gegirgen damar duvarlarinin heterojenligine ve
ayrica timorlerin artan perfiizyonuna katkida bulunur. Bu artan anjiyogenez esas
olarak TME'deki yiliksek miktarlarda vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinden
(VEGF) kaynaklanmaktadir. VEGF, hiicre i¢i adezyon molekiili 1 (ICAM1) ve
vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1 (VCAM1) adezyonundaki azalma yoluyla immiin
hiicre ekstravazasyonunun azalmasina da neden olur (Momeny ve ark., 2017; Yang ve
ark., 2018). Sonug olarak KBB’deki bazi bagisiklik hiicrelerinin timor mikrogevresine
girmesine ortam hazirlar. Tiimdrlerin merkezi nekrotik alanlarindaki zayif kan akisi
oksijen dagitimini azaltir, makrofajlar1 tiimor mikrocevresine c¢eken hipoksik
bolgelerin olusumuna katkida bulunur ve immiinosupresif fenotipleri meydana getirir
(Guo ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016).
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Sekil 1.23. GBM’de (Glioblastoma Multiforme)’de Bozulmus Kan Beyin Bariyeri (Cuddapah ve ark., 2014)

1.14.2. Astrositler

Astrositler homeostazi koruyarak beyinde yapisal destek saglar. Tipik olarak
PVN'de lokalizedirler ve KBB'nin korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar (Wolburg ve
ark., 2009). Astrositlerin glioma hiicrelerinin proliferasyonunu destekleyen norotrofik
faktorlerin  salgilanmas1 yoluyla pro-tiimér fonksiyonlarmma sahip olduklar
diistiniilmektedir (Pietras ve ark., 2014). Beyinde aktive olan astrositler farkli
yaralanma bi¢imleri sirasinda beyin dokusunun onarimini saglamak icin biiyiime
faktorleri ve sitokinler saglar. Bu siire¢, beyindeki yara iyilesmesinin bir mekanizmasi
olan reaktif gliozis olarak adlandirilir (Sofroniew ve ark., 2015). TME'de bu biiylime
faktorlerinin timor biiylimesini destekledigi ve tedaviye dirence aracilik ettigi

gosterilmistir (Quail ve ark., 2016). Iginde bilyiime faktorlerini saglamanin yani sira

54



timor invazyonu i¢in uygun bir ortam olusturan metalloproteinazlar da salgilarlar (Le
ve ark., 2003). GBM gibi bazi CNS patolojilerinde, astrositler molekiiler, hiicresel ve
fonksiyonel degisikliklere ugrarlar bu durum lezyon bolgesinde hiicre
proliferasyonunun aktivasyonunun yani sira hipertrofi ile karakterize edilen
astrogliosis ad1 verilen bir siire¢ yoluyla reaktif astrositlere doniistiiriiliir. En 6nemlisi
astrogliosis, nestin, vimentin, sinyal reseptorleri (c-MET), transkripsiyon faktorleri
(STAT-3), biiylime faktorleri (beyinden tiiretilen norotrofik faktor (BDNF) ve
bliylime/farklilasma faktorii 15'ten olusan ara filamentlerin yukari regiilasyonu ile
iligkilidir. (GDF-15), hiicre yapisma proteinleri (CD44) ve hiicre dis1 matris bilesenleri
(kollajenler) doku onarimini destekler (Liddelow ve ark., 2017). Reaktif astrositler
inflamatuar sitokinleri (C-C motifli kemokin ligandi 2 (CCL2) ve interlokin 6 (IL-6)
ve NO salgilar, bdylece noroinflamatuar yanitlar1 siddetlendirir. GBM
mikrogevresinin ana bilesenlerinden biri olan astrositler tiimoér hiicreleriyle temas
ettiklerinde reaktif bir fenotip olusturur. Reaktif astrositler tarafindan salgilanan
bliylime faktorleri, kemokinler, sitokinler ve diger ¢oziiniir maddeler, stroma ve
epitelyal GBM hiicreleri arasinda devam eden astrosit aktivasyonunu ve sinyal
aktarimini diizenlemek ic¢in gorev alirlar. Glioma-astrosit etkilesimleri tarafindan
tetiklenen astrosit fenotipi, yiiksek konsantrasyonda GFAP ve connexin 43 (CX43)
ifade eder ve glioma hiicre invazyonu igin bir ortam olusturur (Gagliano ve ark.,2009).
GBM tarafindan TGF-B1 sinyal yolu ve glioma-astrosit etkilesimleri sirasinda reaktif
astrositlerle ifade edilen MMP2'nin yukari regiilasyonu GBM hiicrelerinin parankimal
infiltratif kapasitesine yardimer olur (Ye ve ark., 2012). Ayrica reaktif astrositler
tarafindan salgilanan stromal hiicre kaynakli faktor-1 (SDF1), GBM hiicrelerinin
kontrolsiiz proliferasyonunu uyarir (Bajetto ve ark., 2006). Bu nedenle reaktif
astrositler, GBM'nin TME'sinde 6nemli bir salg1 kaynagidir bu durum anormal hiicre
proliferasyonuna neden olarak GBM malignitesini arttirir ve tiimor mikrogevresinde
malign bir doniisiimii tetikler (Henrik ve ark., 2019). Astrositler, beyin ortaminin
onemli diizenleyicileri ve CNS'deki tiimor hiicresi kaderinin ana belirleyicileridir.
Beyin tiimori hiicreleri perivaskiiler niste oldugunda endotel hiicresini ¢evreleyen
astrositler araciligiyla kan-beyin bariyerini bozabilir (Watkins ve ark., 2014).
Astrositler beyin tiimorlerinin varligi ile aktive edilir. GSC, aktive edilmis astrositlerde

pS3'l asag1 regiile edebilir ve boylece onlar1 timdr 6nleyici bir duruma doniistiiriir
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(Biasoli ve ark., 2014). Ayrica, astrositlerin beyin tiimorii hiicreleri ile fiziksel
etkilesiminin endotelin tiretimi ve Notch yolu ile CSC'nin kendini yenilemesi yoluyla
tedaviye direncin 6nemli bir belirleyicisi oldugu gosterilmistir (Kim ve ark., 2015; Lee

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

1.14.3. Noronlar

Noronlar, timorlerin olusumuna ve biiyiimesine katkida bulundugu diisiiniilen
astrositler gibi beyne 6zgii bir hiicre tipidir. Noronlar, ndral kok hiicre biiylimesini
tesvik etmek i¢in beyinde mitojenik sinyaller saglar (Liu ve ark., 2011). Son ¢aligmalar
ndron tiirevli noroligin-3'in (NLGN3) tiimdr intrinsik PI3K sinyali yoluyla tiimor
hiicrelerinin proliferasyonunu arttirdigini  géstermektedir. Ayrica insanda GBM
NLGN3 ifadesinin sagkalim ile ters iliskili oldugu gosterilmistir (Venkatesh ve ark.,
2015).

1.15. TMZ (Temozolomid)

TMZ, GBM tedavisi icin standart kemoterapi olmasina ragmen TMZ yaniti
GBM’de degiskenlik gosterir (Stupp ve ark., 2005). TMZ direnci olan GBM'de tiimor
ilerlemesini veya niiksiinii 6nlemek zordur (Nakada ve ark. 2012; Van Meir ve ark.,
2010).

TMZ (194 Da) agirligina sahip kiigiik bir lipofilik molekiildiir ve imidazotetrazin
smifi oral bir alkilleyici ajandir (Zhang ve ark., 2012). TMZ'nin sitotoksisitesinin,
DNA'da O6-metilguanin (O6 MeG) olusumundan kaynaklandig1 diisliniilmektedir.
DNA replikasyonu sirasinda timin ile yanlis eslesme meydana gelir ve daha sonra
DNA hasarina neden olur (Kanzawa ve ark., 2003). Temozolomid oral uygulamadan
sonra hizla emilir sonrasinda fizyolojik pH'da spontan hidrolize ugrayarak aktif
metaboliti 5-(3-metil-triazeno)-imidazol-4-karboksamide dontigiir. 5-(3-

metiltriazeno)-imidazol-4-karboksamid, guaninin O6 pozisyonunun metilasyonu
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yoluyla DNA hasarina neden olur. Bununla birlikte O6-metilguaninden farkli DNA
eklentileri de metilleyici ajanlar tarafindan indiiklenen sitotoksisitede rol oynayabilir

(Tentori ve ark., 1998).

O6-metilguanin-DNA metiltransferaz proteini, en ¢ok g¢alisilan DNA onarim
aktivitelerinden biridir (Mitra ve ark., 2007; Tubbs ve ark., 2007). ilk olarak 1977'de
bakterilerde kesfedilen aktivite kisa bir siire sonra kemirgen ve insan hiicrelerinde
tanimlanmistir (Samson ve ark., 1997; Mitra ve ark., 2007). O6-metilguanin DNA
metiltransferaz ifadesi ¢ogu gliomada korunur (Preuss ve ark., 1995, 1996; Silber ve
ark., 1999).
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Sekil 1.24. Temozolomid Mekanizmasi (Singh ve ark., 2019)

DNA alkilleyici ilag TMZ, yiiksek dereceli GBM'ye karsi terapdtik aktiviteye
sahip tek ilactir ve radyoterapi ile birlikte bu tiimorlerin standart tedavisinin bir pargasi
haline gelmistir (Stupp ve ark.,2005). TMZ agizdan alindiginda %100 biyoyararlidir
ve kiiciikk boyutu ve lipofilik 6zellikleri nedeniyle kan-beyin bariyerini gegebilir
(Danson ve ark., 2001). Kanser hiicrelerinde TMZ, G2/M'de hiicre dongiisii durmasini
indiikler, bunu apoptoz indiiksiyonu takip eder. DNA diizeyinde TMZ, guanin
tizerindeki N7 ve O6'ya ve adenin iizerindeki O3 boélgelerine farkli DNA onarim

yollarimi tetikleyen metil gruplart ekler. Bununla birlikte DNA'daki guaninin O6
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pozisyonundaki metilasyonun kapsami, TMZnin toksisitesinin yan1 sira terapdtik
aktivite ile de iliskilidir (Talhaoui ve ark., 2017). Guanin metilasyonunun
sonuglarindan biri sitozin yerine timin ile anormal bir eslesmedir bu da verimli baz
degisim onartmi ve DNA yanlis eslesme onariminin yoklugunda mutasyonlara yol
acar (Talhaoui ve ark., 2017). O6-metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT),
guaninin O6 pozisyonunu demetile eden ve boylece TMZ etkisine karsit koyan bir
DNA onarim enzimidir. Yaklasik %50 GBM hastasi, ¢oklu TMZ uygulamasindan
yarar goriir ve bu etkinlik promotor iizerinde DNA metilasyonu ile MGMT'nin
susturulmas ile iligkilidir (Karayalan ve ark., 2010). MGMT promotdriiniin folat gibi
kiiglik metil gruplari tarafindan metilasyonunun ifadesini susturdugu ve sonug olarak
MGMT ifade eden GBM'de TMZ etkinligini arttirdigi gésterilmistir (Cartron ve ark.,
2012; Esteller ve ark., 2000; Hervouet ve ark., 2009). MGMT ifadesi, TMZ tedavisi
tizerine MGMT negatif tiimorlerde indiiklenebilir (Christmann ve ark., 2010). Bu
nedenle MGMT biyokimyasal roliinden beklendigi gibi GBM'deki TMZ direncinin
ana modiilatorii gibi goriinmektedir. TMZ direncinde rol oynayan bir diger dnemli
faktor de p53'tir ancak islevi net olarak belirlenmemistir. GBM'deki p53
mutasyonlarmin ¢ogu islev kazancidir (Zhang ve ark., 2018). Islevsel olmayan p53'e
sahip GBM hiicre hatlari, TMZ'ye 6nemli 6l¢iide daha duyarliyken, p53'in kiigiik
molekiillii aktivatorlerinin in vivo olarak GBM ksenograftlarinda TMZ etkilerini etkin
bir sekilde arttirdig1 gosterilmistir (Belter ve ark., 2020; Dinca ve ark., 2008). p53
yaban tip hiicrelerde TMZ, Serl5 ve Ser46'da p53'in fosforilasyonunu
desteklemektedir. Bu iki post-translasyon modifikasyon hayatta kalma ve 6liimde zit
islevlere sahip oldugundan bunlarin TMZ direncindeki rolii belirsizdir. Sonug olarak
p53'tin TMZ'nin tizerindeki etkisi translasyonal modifikasyon sonrasi orani ile ilgili
olabilir (He ve ark., 2019).
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Sekil 1.25. Temozolomid Direncinde Rol Oynayan Ana Mekanizmalar (Oliver ve ark., 2020)

1.15.1. MGMT (Metil Guanin Metil Transferaz)

O°metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT), temozolomid gibi alkilleyici
ajanlar tarafindan indiiklenen hasarin onarilmasinda rol oynayan bir DNA onarim
proteinidir. MGMT promotoriiniin (MGMTp) metilasyonu MGMT genini susturur ve
timor hiicrelerinin bu tlir hasar1 onarma yetenegini azaltir. MGMTp metilasyonu
ayrica hem anaplastik astrositomlar hem de glioblastomalar i¢in uygun bir prognoz
saglar (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 hiicrelerinde ekzojen ve endojen alkilatorler tarafindan
tiretilen O6-alkilguanin eklentilerinin genotoksik etkilerini 6nler (Tubbs ve ark., 2007,
Kaina ve ark., 2007; Pegg, 2000). MGMT aktivitesi normal dokular arasinda biiyiik

Olciide degisir, beyinde genellikle diisiik ifade seviyelerine sahiptir ve ayrica bireyler
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arasinda biiyiik farkliliklar gosterir. Ozellikle MGMT nakavt farelerin canliligimin
kanitladig1 gibi MGMT memeli gelisimi igin gerekli degildir (Gerson, 2004). Bununla
birlikte nakavt hayvanlar terapétik alkilatorler dahil olmak tizere alkilleyici ajanlarin
zararh etkilerine kars1 yiiksek hassasiyet gosterirler. Bu bulgular néro onkoloji ile
ilgilidir ve MGMT'nin memeli hiicrelerinde in vivo olarak O6-alkilguanin kaynakli
sitotoksisiteye direnci destekledigini gosterir (Kaina ve ark., 2010; Hansen ve ark.,
2007).

MGMT guaninin O6 pozisyonundan bir metil grubunu ¢ikararak TMZ kaynakli
DNA hasarini ortadan kaldirabilmekte ya da TMZ direnci meydana getirebilmektedir
(Jiang ve ark., 2012). MGMT seviyesi CpG adalarindaki sitozin fosfat guanin (CpG)
metilasyonunun yogunlugu ile ters orantili oldugundan MGMT promotoriiniin azalmis
metilasyonu TMZ kemoterapisinden sonra sagkalimi artirir (Van Nifterik ve ark.,
2010).

TMZ ile tedavi edilen GBM hastalarinda MGMT promotor metilasyonunun
(MGMT inaktif veya susturulmus) aktif MGMT'li hastalarla karsilastirildiginda
onemli Olcilide iyilestirilmis genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim (PFS) ile
iligkili oldugunu gostermistir. Bu nedenle MGMT metilasyon durumu bu tedaviler igin

Ongoriicii bir belirte¢ olarak kullanilabilir.

MGMT metilasyonu olan tiimérlerin TMZ ile tedaviden sonra niiks iizerine
azalmig bir metilasyon oranina sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu MGMT promotor
metilasyonundaki azalmanin TMZ'ye terapdtik direng elde etmek i¢in bir mekanizma
oldugunu diistindiirmektedir (Park ve ark., 2012). MGMT metilasyonunda degisiklige
yol agan mekanizmalarin daha derinden anlagilmasi ve bunlarin TMZ direncine katkisi
kapsamli GBM tedavisi igin temel olusturmaktadir. Klinik ¢alismalardan elde edilen
yeni ortaya ¢ikan kanitlar lomustin ve TMZ'nin bir kombinasyon tedavisinin MGMT

metilasyonu olan hastalar i¢in birinci basamak tedavi olarak kullanildiginda genel
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sagkalimi iyilestirebilecegini ve GBM tedavisinin baslarinda DNA onarim enzimlerini
hedeflemenin ve karakterize etmenin klinik 6nemini daha da ortaya koydugunu

gostermektedir (Herrlinger ve ark., 2019).

TMZ ile tedavi edilen hastalarin en az %50'si O6-metilguanin metiltransferazin
(MGMT) asir1 ifadesinden ve/veya farkli kemo-direngle iliskili molekiiler yolaklarin

aktivasyonu nedeni ile TMZ'e yanit vermemektedir.
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Sekil 1.26. TMZ kaynakli O6-metilguanin Lezyonlarmin Islenmesi (Fu ve ark., 2012)

TMZ, DNA'nn alkilasyonuna neden olmakta dolayistyla DNA hasari ile birlikte
timor hiicresi 0limiine yol agmaktadir (Messaoudi ve ark., 2015). TMZ'nin
sitotoksisitesinin  birincil neden oldugu kaynagin PI3K/Akt/mTOR yolunun
aktivasyonuyla ila¢ direncinin gelismesine yol agtigi ve bu durumun ilacin terapotik
etkisini azalttig1 diisiniilmektedir (Stupp ve ark., 2005). Aktive edilmis bir PI3K /Akt
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/mTOR yolu olan GBM hastalar1 onkojenik aktivasyonu olmayan hastalardan daha
kotl prognoza sahiptir (Chakravarti ve ark., 2004). Bu yol biiyiime faktorleri ve diger
hiicre dis1 uyaranlar tarafindan aktive edilir ve EGFR gibi birkag reseptor tirozin kinaz
dahil olmak iizere hiicre metabolizmasi, bliylime ve hayatta kalma gibi bir¢ok biyolojik
stireci diizenler. Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen Akt, her ikisi de fosfatidil-
3.,4,5 trisfosfat (PIP3) ile hiicre zaria alindiginda fosfoinositide bagimli protein kinaz
1 (PDK1) tarafindan fosforile edilen sitoplazmik bir Ser/Thr kinazdir. PIP3
fosfatidilinositol-3,4-bifosfattan (PIP2) fosfoinositid-3-kinaz (P13K) ve geri fosfataz
ve tensin homolog (PTEN) ile doniistiiriiliir (Sami ve ark., 2013).

TMZ diren¢ mekanizmasinin agikliga kavusturulmasi ilag etkinligini arttirmak
icin esastir ve Onemli bir temel olusturabilir. Bu nedenle GBM’de maligniteyi
yonlendiren molekiiler yollarin daha iyi anlasilmasma ve spesifik olarak timor
hiicrelerini ve timor mikrogevresini hedefleyen ¢esitli ajanlarin gelistirilmesine acil

ithtiya¢ duyulmaktadir.

1.15.2. Alkilleyici Ajan ve MGMT (Metil Guanin Metil Transferaz)
Promotor Metilasyonu

GBM'nin standart tedavisinde kullanilan Temozolomid DNA'y1 birden fazla
bolgede alkilleyerek tiimor hiicresi 6limiini indiikleyen bir alkilleyici ajandir. O6-
metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT) tarafindan kodlanan ve kendisini
tilkketerek bu alkilasyon islemini tersine ¢evirebilen bir tiir tamir proteini olarak islev
goriir (Hegi ve ark., 2005; Brigliadori ve ark., 2016). Bu nedenle MGMT promotor
metilasyonu giiclii bir prognostik biyobelirtectir ve en azindan teorik olarak
radyoterapiyle birlikte TMZ ile tedavi edilen hastalara fayda saglar (Hegi ve ark.,
2005; Esteller ve ark., 1999). Calismalar ameliyat sonras1 TMZ kemoterapisinin 6 ay
iginde baslatilmasinin daha iyi oldugunu gostermistir (Sun ve ark., 2015; Balana ve
ark., 2020). TMZnin radyoterapi ile kombine etkisi hastalar arasinda farklilik
gosterdiginden MGMT promotoriiniin durumunun degerlendirilmesi 6nemli kabul

edilmistir. MGMT promotoriinii 6lgmenin en iyi tan1 yontemi oldugu konusunda
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uluslararasi fikir birligi diye bir sey yoktur. GBM'li hastalarda MGMT metilasyon
diizeyini degerlendirmek igin gesitli gelismeler olmustur (McAleenan ve ark., 2021,
Mansouri ve ark., 2019; Raghavan ve ark., 2020; Tzadiris ve ark., 2021). MGMT
promotoriiniin metilasyon seviyesi ile karsilik gelen proteinin seviyesi arasinda
herhangi bir 6ngoriicii iliski yoktur. Klinik deneyler TMZ'nin yiiksek MGMT ifadesi
ile GBM'nin tekrarlamasina yol agabilecegini gostermistir (Brandner ve ark., 2015).
TMZ'ye direncin MGMT gen fiizyonu veya yeniden diizenleme mutasyonu ile iligkili
oldugu bilinmektedir (Oldrini ve ark., 2020).
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Sekil 1.27. Temozolomidin etki mekanizmasi. (M. Esteller ve ark., 2000; M.E. Hegi ve ark., 2004; A.W. Tolcher
ve ark., 2003)

1.16. CSC (Kanser Kok Hiicreleri)
1.16.1. CSC'lerin (Kanser Kok Hiicrelerin) Genel Ozelligi

Biriken kanitlar kanser hiicrelerinin direngli fenotipine dogru ilerlemesinin ve

tiimOr mikrogevresindeki dinamik degisikliklerin, radyoterapiye genel adaptif timor
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yaniti ile iligkili oldugunu gostermektedir. Klinik ve laboratuvar verileri, timorlerin,
timor mikrogevresinde ve radyo direngte ayrilmaz bir rol oynayan kanser kok
hiicreleri (CSC'ler veya kok benzeri kanser hiicreleri olarak adlandirilan, timor
baslatan hiicreler) icerdigini gostermektedir. Kanser kok hiicrelerinin varligindan uzun
stiredir stiphelenilmektedir ve bu, yakin zamanda tiimor hiicrelerinin yalnizca kiigiik
bir boliimiiniin koloniler veya yeni timorler olusturabildigini gosteren kanitlarla
desteklenmektedir (Bonnet ve Dick 1997; Al-Hajj ve ark. 2003). IL-1a, IL-6 ve 1L-8
gibi metastaz igin gerekli olan pro-invaziv genlerin ifadelerinin arttig1 gosterilmistir
(Sheridan ve ark., 2006). CSC'lerin radyo-direng¢ ve kemo-direng sergiledigi
goriilmektedir. Genotoksik stres kosullarina (IR ve kemoterapi gibi) maruz kalan
timor hiicreleri, proliferasyon yollarimi aktive eder ve tiimor radyo-direnci ile
sonuglanan pro-apoptotik yollar: inhibe eder. Bu CSC yolaklarinda yer alan molekiiller

tiimor radyo-duyarliligini artirmak i¢in potansiyel hedeflerdir.

CSCl'ler baslangicta in vivo tiimorleri baslatabilen CD133 i¢in pozitif hiicrelerin
bir alt popiilasyonunu tanimlayan Singh ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir. Bu
nedenle “timor baglatici hiicreler” olarak adlandirildilar (Singh ve ark., 2004).
GBM'ler gibi kat1 tiimorler, iki farkli teori ile agiklanan yiiksek derecede heterojen
yapt ile karakterize edilir. Birinci teori olan stokastik modele gore, tiimor hiicreleri
ayni genetik mutasyonlar1 (homojen) paylasir ve heterojenlik hem igsel hem de digsal
faktorlerin sonucudur. Ikinci teori olan hiyerarsi modeline gore, hiicreler farklilasma
asamasi ag¢isindan farklidir ve sadece kiiciik bir alt kiime olan CSC'ler tiimor
biiylimesini ve ilerlemesini baglatabilir (Catolana ve ark., 2011). Bu alt popiilasyon
giderek artan bir sekilde tiimor baslangict ve niiksiiniin yani sira terapdtik direncin
nedeni olarak kabul edilmektedir. CSC'leri ¢aligirken karsilasilan zorluk, biiylik 6l¢iide
onlar1 tam olarak tanimlayamamaktir (Abbaszadegan ve ark., 2017). CD133 klasik
olarak bu hiicre alt grubu ile iliskilendirilse de, normal noral kok hiicrelerde de ifade
edilir. Bu nedenle GBM kok hiicreleri sdz konusu oldugunda bu biyobelirtecin
uygunlugu hala bir tartisma konusudur. Gergekten de, CD133neg hiicrelerinin si¢an
beyinlerine implante edildiginde tiimorleri indiikleyebildigi gdsterilmistir (Wang ve

ark., 2008). Sonug olarak bu alt popiilasyonu tanimlamak i¢in ek belirteglere ihtiyag
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oldugu kabul edilmektedir. Bu isaretleyiciler arasinda CD44 ve ABC tastyicilari
muhtemelen en gilivenilir olanlardir. Sox2, Oct4, Bmil ve Nanog gibi transkripsiyon
faktorlerinin de CSC'lerinin 6zelliklerine katkida bulundugu bilinmektedir (Yi ve ark.,
2016).

Timor olusumu metastaz ve terapotik relapslardaki anahtar rolleri nedeniyle
CSCl'ler, 6zellikle GBM i¢in ana biyolojik ve terapdtik hedefler olarak goriinmektedir
(Boman ve ark., 2008; Islam ve ark., 2015; Lathia ve ark., 2015; Gilbert ve ark., 2009).
Bu hiicresel durum CSC'lerin saflastirilmasina ve karakterizasyonuna izin veren
yontemlerin kesfini, gelistirilmesini ortaya ¢ikarir (Boman ve ark., 2008; Islam ve ark.,
2015; Lathia ve ark., 2015; Gilbert ve ark., 2009). Bununla birlikte tiimoér hiicre
popiilasyonunun heterojenligi, CSC'lerin tiimor kiitlesi icindeki nadirligi (kanser
tiiriine bagl olarak %1-5), 6zelliklerini dogru bir sekilde tanimlamadaki zorluk ve
karakterizasyon yontemlerinin dayandigi kriterler biiyiik zorluklar olusturmaya devam
etmektedir (Islam ve ark., 2015; Lathia ve ark., 2015; Diogo ve ark., 2012; Tirino ve
ark., 2013).

Bir kok hiicre fenotipine sahip kanser hiicrelerinin varhigmin ilk gostergesi,
farklilasmamus hiicrelerin tercihen tiimoérijenik olmayan farklilagmis hiicrelere yol
actigin1 gosteren teratomlarin ¢alismasindan geldigi bilinmektedir [16]. CSC hipotezi
bu veriler dogrultusunda onerilmis ve tiimorlerin malign kok hiicreler ve onlarin iyi

huylu benzerlerinin bir arada bulundugu populasyonu igerdigi 6ne siiriilmiistiir.

CSC'ler bir hayvan konakg¢iya nakledildiginde kendi kendini yenileme,
farklilasma ve tiimdrijenite yeteneklerine sahip kiiciikk bir timor hiicresi alt

popiilasyonunu temsil eder (Yu ve ark., 2012).
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CSCl'ler ilk olarak akut miyeloid 16semide bulunmustur (Bonnet D. ve ark.,
1997). Sonrasinda melanom, osteosarkom, 16semi, meme, kolorektal, beyin, prostat,
pankreas, yumurtalik, karaciger ve akciger dahil olmak {izere ¢ok cesitli timor

tiplerinde tanimlandi (Visvader ve ark., 2012).

Bir tiimor, siiresiz olarak kapasite kazanmis bir tlimdrijenik kanser hiicresi
tarafindan baslatilan anormal bir organ olarak goriilebilir (Weissman ve ark., 2000;
Morrison ve ark., 1997). Bir¢ok gozlem normal kok hiicreler ve tiimorijenik hiicreler
arasindaki analojilerin uygun olabilecegini diisiindiirmektedir. Hem normal kok
hiicreler hem de tiimorijenik hiicreler, genis proliferatif potansiyele ve yeni (normal
veya anormal) dokulara yol agma kabiliyetine sahiptir. Hem tiimdrler hem de normal
dokular, farkl: fenotipik 6zelliklere ve farkl proliferatif potansiyellere sahip heterojen
hiicre kombinasyonlarindan olusur (Fidler ve ark., 1977; Fidler ve ark., 1982; Heppner
ve ark.,, 1984; Nowell ve ark., 1986). Cogu tiimor klonal orijinli oldugundan
tiimdrijenik kanser hiicreleri sinirsiz ¢ogalma potansiyeline sahip kanser hiicrelerinin
yant sira sinirli veya hi¢ cogalma potansiyeli olmayan kanser hiicreleri de dahil olmak
tizere fenotipik olarak gesitli soylara yol agmaktadir. Bu durum tiimérijenik kanser
hiicrelerinin, normal kok hiicrelerin kendi kendini yenilemesine ve farklilasmasina

benzer siireglerden gegtigini gostermektedir (Feoran ve ark., 1987).

Tim genom dizilemesindeki ilerlemeler malign tiimorlerin dikkate deger genetik
karmasikligini farkli genotip ve fenotiplere sahip hiicre alt popiilasyonlarinin varligini
ortaya ¢ikarmistir (Fisher R, ve ark., 2013). Tiimdr i¢indeki kanser hiicrelerinin farkli
genotipleri, hiicrelere farkli biyolojik 6zellikler ve fenotipler kazandirarak timor igi
ve tiimorler arasi heterojenite i¢in ortam saglar (Presetyanti ve ark., 2017). CSC modeli
kanser hiicreleri arasindaki bu fenotipik ve fonksiyonel heterojenligi aciklar
(Shackleton ve ark., 2009; Clevers ve ark., 2011; Meacham ve ark., 2013; Reya ve
ark., 2001).
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CSC'lerin ya yetiskin dokuda yerlesik kok hiicrelerden ya da farklilagma
stireciyle pluripotent bir duruma yeniden programlanmig farklilagmis hiicrelerden
kaynaklandigi one siiriilmistir (Walcher ve ark., 2020). CSC hipotezi, birgok
heterojenik kanserin, tiimorii olusturan hiicrelerin farklilasma kapasitesine dayali
olarak hiyerarsik bir bigimde organize edildigini 6ne siirer (Cole ve ark., 2020). Bu
hiyerarsik diizenin saglikli kok hiicreler tarafindan kurulan normal doku hiyerarsisini
Ozetledigi One siiriilmiistiir. Boylece CSC'ler tiimoér i¢inde mevcut olan bir dizi farkli
hiicre tipini olusturarak hiicresel heterojenlik gosterir (Clevers ve ark., 2011). Bununla
birlikte yerlesik hiyerarsi kalici degildir ve belirli kosullar altinda terminal olarak
farklilagmis hiicreler farklilastikga ve CSC 06zelliklerini yeniden kazandikca tersine

cevrilebilir (Medema ve ark., 2013; Meacham ver ark., 2013).

CSC'lerin timdr mikrogevresinde (TME) degisikliklere neden olan kemo- ve
radyoterapdtiklere  yanit olarak fenotipik ve fonksiyonel goriiniimlerinde
degisikliklerle sonuglanan yiiksek plastisite sergiledigi gosterilmistir (Walcher ve ark.,
2020).
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CSCl'ler onlar1 diger timdr hiicrelerinden ayiran bir dizi benzersiz 6zellige
sahiptir. CSC'lerin kanserin baglamasi, ilerlemesi, metastaz, niiks ve ilag direncinden
sorumlu olduguna inanilmaktadir (Visvader ve ark., 2008). Bir¢ok tiimor tiiriinde, bazi
CSC'ler metastaz1 yonlendiren spesifik genlerin ifadelereinin yukar1 regiilasyonu
yoluyla epitelyal mezenkimal gegis profilleri elde eder. CSC'lerin kendi kendini
yenileme ve kanser hiicrelerinin heterojen soylarina farklilasma yetenekleri nedeniyle
ilag direncinden ve kanserin niiksetmesinden sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir (Phi
ve ark., 2018). ila¢ direnci CSC'lerin hareketsiz hale gelme, aldehit dehidrojenaz gibi
enzimlerin ifadelerini yukari regiile etme ve hiicrelerden kemoterapdtik eliminasyonu
artiran diisiik hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonlari ile sonuglanan anti-apoptotik proteinlerin
ve ¢oklu ila¢ direng pompalarinin ifadelerini yukar1 regiile etme yetenekleriyle

iliskilendirilmistir (Cole ve ark., 2020).

CSC'ler tiimoriin baslatilmasinda ve siirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar.
CSC'ler tiimérdeki hiicrelerin bityiik kismini olusturan fenotipik olarak farkli ve
kismen farklilasmis veya daha az tlimorijenik olmayan kanser hiicrelerine yol agan
kiiciik bir alt popiilasyondur. CSC'ler, mikrogevrenin kok hiicre davranislarini
diizenledigi 6zel nislerde bulunur. Nisler CSC'leri korumak i¢in sinyaller yayan farkli
kanserli olmayan hiicre popiilasyonlarindan olusur. CSC'nin 6nemli bir 6zelligi
radyasyon tedavisinin yani sira kemoterap6tik ajanlara karsi potansiyel direngleri olup
mevcut kanser tedavileri i¢in ciddi bir zorluk olusturmaktadir (Reya ve ark. 2001;
Jordan ve ark. 2006). CSC'nin kok olmayan kanser hiicrelerinden daha fazla radyo-
direngli oldugu gosterilmistir. Bu nedenle tedavi basarisizligindan ve timor
niiksetmesinden sorumlu olduguna inanilmaktadir (Baumann ve ark., 2008; Singh ve

ark., 2004; Lathia ve ark., 2015).
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Sekil 1.29. Kanser Kok Hiicrelerinin Ozellikleri (Atashzar ve ark., 2020)

1.16.2. Klonal Evrim veya Stokastik Model

Klonal evrim hipotezi ¢ogu kanserin tek bir degismis hiicreden kaynaklandigi ve
bir timor i¢indeki her hiicrenin esit derecede hiicreden olustugu fikrine dayanir. Hiicre
soyunun neoplastik bir "klon" olarak genislemesi tiimoriin baslamasini ve ilerlemesini
kolaylastirir. Neoplastik hiicreler, neoplastik olmayan hiicrelere kiyasla genetik olarak
kararsizdir. Orijinal klondaki genetik kararsizlik ¢ogu hayatta kalmayan yeni genetik
varyantlarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bununla birlikte se¢ici biiylime avantajina
sahip bu birka¢ varyant tiimor iginde baskin alt popiilasyonlar haline gelmek iizere
genisler ve zamanla tiimoriin ilerlemesine neden olur. Tiimdr iginde ¢oklu alt
popiilasyonlarin devam eden varlig1 heterojenlik i¢in ortam saglar. Bu model belirli
bir tiimordeki hem genetik hem de epigenetik heterojenligi olusturur ve bir timor
hiicre populasyonunun giderek artmasina neden olur (Nowell ve ark., 1986; Stratton
ve ark., 2009). Bu teori GBM'lerin bircok mutasyona sahip oldugunu ortaya koyan
genom c¢apinda calismalarla daha da desteklenmistir ve bu, GBM igindeki alt klonal
heterojenligin ve klon igi genetik ¢esitliligin varligini1 yansitmaktadir (Brennan ve ark.,
2013; Patel ve ark., 2014). Kemo ve radyoterapi gibi tedavilere baz1 timor alt

popiilasyonlar1 daha direngli 6zellikler gosterdikleri ve koruyucu bir konum veya bu
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faktorlerin bir kombinasyonunu kazandiklari i¢in hayatta kalir. Bu direngli alt

popiilasyonlar tlimoriin niiksetmesinden sorumludur.

1.16.3. Kanser Kok Hiicre (CSC) veya Hiyerarsik Model

CSC hipotezi, hiicre orijini ne olursa olsun birgok kanserin farelere
transplantasyonu sonucunda kendini yenileme, ¢ok yonliiliik ve tiimér baslatma gibi
farkli 6zelliklere sahip CSC'lerden olustugu hiyerarsik organizasyonlar oldugunu 6ne
stirmektedir. CSC'ler, mikrogevrenin kok hiicre davranislarimi diizenledigi 6zel
niglerde bulunur. Nigler CSC'leri korumak i¢in sinyaller yayan farkli kanserli olmayan
hiicre popiilasyonlarindan olusur. CSC'ler geleneksel tedavilere direnglidir ve
tedaviden sonra timor niikksetmesinden sorumlu olduklari diistiniilmektedir (Singh ve
ark., 2004; Lathia ve ark., 2015).

GSC'ler (Glioma kok hiicreler) kati tiimorlerde tanimlanan ilk CSC'ler
arasindadir (Singh ve ark., 2004). GSC'ler GBM heterojenligine en biiyiik katkida
bulunan hiicrelerden biridir; bu hiicreler yiiksek bir ¢ogalma hiz1 ve kendi kendini
yenileme kapasitesine sahiptir (Escamilla ve ark., 2020). Ayni1 zamanda ¢esitli hiicre
tiplerine farklilagsma yetenegi, arttiritlmis 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 smif 3 homeobox 2 (POU3F2),
MYC proto-onkogen (c-Myc), Spalt Like TF 2 (SALL2) ve KAT8 gibi spesifik
belirtegleri ifade eder (Ferreyra ve ark., 2016; Suva ve ark., 2014). GBM hiicrelerinin
GSC ve GSC dis1 durumlar arasinda karsilikli doniisiim yapabildikleri bildirilmistir
(Gimple ve ark., 2019). Ek olarak tek bir GBM tiimoriiniin farkli GSC alt kiimelerini
igerdigi bulunmustur (Jin ve ark., 2017).
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GBM ve diger tiimor tiplerinden yapilan gesitli ¢alismalar CSC'lerin insan
glioblastoma biyopsilerinin perinekrotik bolgelerinde hipoksik tiimor nislerini
zenginlestirildigine dair kanit saglamistir (Seidel, S ve ark., 2010). Hipoksi, kendini
yenileme ve farklilasmada rol oynayan genlerin aktivasyonu yoluyla kok hiicre
fenotipini tesvik eder ve tiimor hiicrelerini ve CSC'leri kemo ve radyoterapiden korur.
Bu nedenle hipoksi, CD133, SOX2, OCT4, nestin ve KLF4 dahil olmak tizere gesitli
CSC belirteglerinin ifadelerini olusturmakta ve CSC’lerin ndérosfer olusturma
yetenegindeki artis timdrlerin kok hiicre 6zelliklerini kazanmalarina neden olmaktadir

(Seidel, S., ve ark., 2010; Soeda, A., ve ark., 2009; Bar, E., ve ark., 2010).
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Sekil 1.31. Glioblastoma kaynakli kok hiicreler (Sameer Agnihotri ve ark., 2012)

1.16.4. CSC (Kanser Kok Hiicresi) ve Bagisiklik Sistemi Etkilesimi

Immiin hiicre infiltrasyonu pro-tiimorijenik fonksiyonlara neden oldugu igin
birgok bagisiklik bileseniyle kati tiimorler arasinda karmasik ve ¢esitli bir rol oynar
(Thorsson ve ark., 2018). Farkli timor tiplerinde farkli immiin hiicre profilleri
baskindir ancak birgok etkilesim birkag kati1 tiimérde tutarhidir. Ornegin M2-polarize
timorle iliskili makrofajlar (TAM'ler), CSC popiilasyonlarini kemokin sinyali ve
Sonic hedgehog gibi kdok hiicre yollarinin indiiklenmesine neden olur (Jinushi ve
digerleri, 2011). TAM'ler ¢oklu kanser tiirlerinde EMT ve CSC ozelliklerini de
destekler (Fan ve ark., 2014; Li ve ark., 2018a).
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Bagisiklik kagis1, timor baglangicinda Kritik bir rol oynar. CSC'ler tiimérijenezin
temel itici gii¢lerini temsil ettiginden genellikle immiinosupresiftirler. CSC'ler, ¢esitli
mekanizmalar yoluyla bagisiklik hiicreleri tarafindan dldiiriilmekten kacinir. Ornegin,
CD133+ glioblastoma CSC'leri ve ABCB5+ melanom CSC'leri, T hiicre saldirisindan
kagmak i¢cin MHC smif I molekiillerini (insan HLA-A, HLA-B ve HLA-C) asag1
regiile eder (Di Tomaso ark., 2010, Schatton ve ark., 2010). Glioblastoma CSC'leri
antijen sunma ve sunum yollar1 kapasitesini azaltmak i¢in antijen isleme (TAP) ile
iliskili diisiik molekiiler agirlikli protein (LMP) ve tasiyicinin ifadelerini azaltir (Di
Tomaso ve ark., 2010). CSC'lerde Toll benzeri reseptor 4'iin (TLR4) diisiik ifadesi
dogustan gelen bagisiklik baskilamasindan kaginmalarina yardimci olur (Alvarado ve

ark., 2017).

Yapilan caligmalar CSC'lerin tiimor mikrogevresindeki bagisiklik tepkisini
yeniden sekillendirmedeki roliinii de desteklemektedir. CSC'ler anti-timér immiin
tepkisini azaltan TGF-f ve IL4 gibi birgok immiinosupresif molekiil salgilar (Nappo
ve ark., 2017). TGF-B, Foxp3'e bagimli ve bagimsiz yollar araciligiyla diizenleyici T
hiicresi aktivasyonunu indiiklerken aktif T hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder
(Fantini ve ark., 2004; Oh ve ark., 2017; Thomas ve Massagué, 2005). TGF-p dogal
oldiiriicii hiicreleri inaktive eder ve pro-onkojenik M2 makrofaj polarizasyonunu
destekler (Ganesh ve Massagué, 2018). Glioblastoma CSC'leri M2 makrofajlari timor
mikrogevresine alarak periostin (POSTN) salgilamaktadir (Liu ve ark., 2014; Zhou ve
ark., 2015). Son zamanlarda arastirmalar timor hiicresi olusumuna, invazyonuna Ve
terapotik dirence dogrudan katkilarina ek olarak CSC'lerin tiimor mikrocevresindeki
immiin gézetimi zayiflatarak dolayli olarak tiimdr gelisimine katkida bulundugunu
ortaya ¢ikarmaya baslamistir. CSC'lerin kendileri esas olarak in vivo immiin aracili
reddi 6nlemek icin immiinojenisitelerini degistirerek bagisiklik sisteminden kagma
yetenegine sahiptir. Cok ¢esitli preklinik modeller CSC'leri tiimdr ilerlemesi ve terapi
direnci ile iligskilendirmistir ve bu hiicre popiilasyonunun secici ablasyonunun
tiimorijenik biiylimeyi inhibe etmede etkili oldugunu gostermistir (Qi ve ark., 2012).
CSC'ler immiinosupresif faktorlerin salgilanmasi veya ifade etmesi yoluyla timor

bagisikligimi engeller. Calismalar CSC'lerin major histo-uyumluluk kompleksi 1
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(MHC ]) ve inhibitor birlikte uyarict molekiil B7 homolog 1 B7-H1 (programlanmis
olim ligand 1, PD-L1 olarak da bilinir) ifadelerinde antijen sunan hiicreleri kismen
taklit ettigini gostermistir fakat aktive edici yardimci uyarict molekiiller CD40, CD80
ve CD86'dan yoksundur. Uygun ortak uyarici sinyaller olmadan efektor T hiicreleri
antijen sunumunu takiben anerjiye indiiklenir, bu da onlari etkinlestirilemez hale
getirir. Parsa ve arkadaslari, timdr hiicresi tarafindan ifade edilen PD-L1'in, konakg1
T hiicreleri ile hiicre-hiicre temasini kolaylastirdigini efektor T hiicresi aktivasyonunu
ve sitokin tlretimini baskiladigini gostermistir (Parsa ve ark., 2007). Bu gozlemler
CSC'lerin daha fazla TGFB salgiladigini gosteren sonuglari ortaya ¢ikarmistir (Lottaz
ve ark.,, 2010). Bu durum TGFb’nin MHC Il ifadesinin antijen sunumunu
zayiflatmasina ve ayrica immiin baskilayict Treg hiicre popiilasyonunun ortamda
birikmesine bagli oldugunu gostermektedir (Focaetti ve ark., 2005; Wei ve ark., 2010).
Wei ve arkadaslari, galektin-3'in GBM’de CSC salgilamasinin naif ve aktive T
hiicrelerinde apoptotik hiicre oliimiinii tetikledigi bunun sonucunda da CSC
popiilasyonunun geniglemesini miimkiin kilarak tiimor i¢i efektoriinii daha da azalttig
bir ileri besleme mekanizmasi1 sunmustur ve bu durum intratiimor efektor immiin hiicre

popiilasyonunu azaltmaktadir.

GBM’de immiin baskilayict sitokinlerin salgilanmasina ek olarak CSC'ler
tiimorlii hiicreleri bir araya getirme yetenegine sahiptir. Ornegin, TAM'lerin glioma
mikrogevresine aktarilmasinda CSC'leri aracilik eder. Wu ve arkadaslari, koloni
uyarici faktor-1 (CSF-1), C-C motif ligand 2 (CCL2) ve makrofaj inhibitor sitokin 1
(MIC-1), CSC'de zenginlestirilmis faktorlere maruz kaldiktan sonra in vitro makrofaj
gogliniin 6nemli Olgiide arttigini gostermistir. Bu durum, CSF-1- ve CCL2 aracili
alimin, monosit havuzunun immiin baskilayict M2 fenotipine dogru polarizasyonuyla
sonuglandig@ini1 gostermistir (Wu ve ark., 2010). Benzer bir galisma CSC'lerin periostin
sekresyonu yoluyla timor mikrogevresine TAM alimina aracilik ettigini ortaya
koymustur. Periostin ifade seviyeleri TAM yogunlugu ile dogru orantiliyken GBM
hasta sagkalimi ile ters orantilidir. CSC'lerde periostinin bozulmasi, timor

mikrogevresindeki M2- TAM'lerin sikligin1 azaltmistir ve timor destekleyici
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ozellikleri ortadan kalkmistir, tiimdr biiyiimesi inhibe edilmistir. Bu durum GBM’de

CSC'den tiiretilen ksenograftlarla farelerde sagkalimi artirmistir.

Cancer stem cell
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PD-L1 TGF-B
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Cytotoxic TAMSs
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Sekil 1.32. Bagisiklik hiicreleri ile kanser kok hiicre (CSC) etkilesimi. (Silver ve ark., 2015)

1.17. CD24

Farklilagma kiimesi (CD)24, bir glikosil-fosfatidil-inositol (GPI)-bagh
glikoproteindir. Kiigiik bir protein ¢ekirdegine sahip ancak genis N-bagli ve O-bagh
glikosilasyona sahip bir zar proteinidir. CD24, bagisiklik sisteminin bir¢ok hiicresi
tarafindan ayn1 zamanda insan kanserlerinde siklikla asir1 ifadeleri s6z konusudur
(Kristiansen ve ark., 2004; Lim ve ark., 2005). ilk tanimindan bu yana CD24'iin 5nemi
farkli alanlarda gosterilmistir. Immiinolojide CD24 &ncelikle T lenfosit tepkileri igin
bir kostimiilator molekiil ve otoimmiinitenin bir diizenleyicisidir (Fang ve ark., 2010).
Kanserde CD24 hiicre gogiinil, istilasini ve proliferasyonunu diizenler ve daha kotii
prognozun biyobelirtecidir. Kanser kok hiicreleri (CSC'ler) igin varsayilan bir
belirtegtir (Kristiansen ve ark., 2004; Lim ve ark., 2005; Sagiv ve ark., 2008; Lee ve
ark., 2009; All- Hajj ve ark., 2003). Bu kadar kii¢iik bir GPI baglantili hiicre yiizeyi
molekiiliiniin biyolojide bu kadar 6nemli rollere sahip olmas1 sasirticidir. Bagisiklik
sisteminde CD24 hiicre proliferasyonu ve klonal genislemenin diizenlenmesinde

onemlidir (Fang ve ark., 2010). Yakin zamanda tiimor hiicreleri tizerindeki CD24'iin
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bagisiklik sistemi iizerinde fren gorevi gorebilecegi bildirilmigtir. Barkal ve
arkadaslari, bagisiklik sistemi ve tiimor hiicrelerinin interfazinda CD24'lin yeni roliine

dikkat ¢cekmistir.

Yeni fagositoz inhibitorlerinden CD24'tin yumurtalik kanseri (OvCa) veya ti¢lii
negatif meme kanserleri (TNBC) iizerindeki “beni yeme” sinyali olarak adlandirilan
bir antifagositik yiizey proteini gibi davrandigin1 gdstermistir. Insanlarda CD24 B
lenfositleri, monositleri, graniilositleri ve lenfoid tiimdr hiicre dizileri lizerinde ifade
edilir. CD24 biyolojisinin anlagilmasmin iligkili glikanlar hakkinda bilgi sahibi
olunmasi gerekliligini gdstermektedir. Diger membran proteinleri gibi CD24'lin
glikosilasyonu, glikosiltransferazlarin hiicresel repertuarina bagl olarak hiicre tipine
Ozgidiir (Alterman ve ark., 1990). CD24'in ifadesi plazma zarinda, sitoplazmada, ve
hatta ¢ekirdekte tanimlanmistir (Kwon ve ark., 2015; Majores ve ark., 2015; Choi ve
ark., 2005; Weichert ve ark., 2005; Ahmed ve ark., 2009). GPI baglantili molekiil olan

CD24 normal hiicrelerde oncelikle plazma zarinda lokalizedir.
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Sekil 1.33. insan Hiicrelerinde CD24 ifadesi (Tan ve ark., 2016)

CD24 cesitli hematopoietik hiicrelerde ve hematopoietik olmayan hiicrelerde

yaygin olarak ifade edilir (Fang ve ark., 2010). CD24'iin progenitor hiicrelerde veya
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metabolik olarak aktif hiicrelerde daha yiiksek seviyelerde ifade edildigini ancak
terminal olarak farklilagmig hiicrelerde daha diisiik seviyelerde ifade edildigini 6ne
stirer (Fang ve ark., 2010). CD24 meme kanseri, pankreas kanseri, ve glioma gibi
cesitli kanserlerde ve kanser kok hiicrelerinde énemli dlgiide yiiksek ifade seviyeleri
gostermistir. CD24’{in asir1 ifadesi kanserin patolojik derecesi veya prognozu ile
pozitif olarak iliskilidir (Kristiansen ve ark., 2004; Rostoker ve ark., 2015; Rao ve ark.,
2015). CD24; SRC, FAK, STAT3 gibi sinyal molekiillerini aktive ederek kanser
hiicresinin proliferasyonuna, metastazina neden olur ve boylece tiiméoriin ilerlemesine
aracilik eder. CD24 asagi regulasyon araciligiyla Src kinazlarin aktivasyonuna yol
agmaktadir. Aktive edilmis olan Src ise STAT3 ve FAK’1 fosforile etmektedir. CD24
fagositik hiicrelerin ylizeyinde Siglec 10 ile etkilesime girerek kanser hiicrelerini
fagositozdan korur (Altevogt ve ark., 2020). Aktive edilmis STAT3, NANOG
ifadesini indiikler. Ayrica CD24, Akt ve ERK aktivasyonu yoluyla kanser gelisimini
indiikleyen EGFR sinyal yolunu aktive eder (Eyvazi ve ark., 2018).
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Sekil 1.34. CD24’nin Akt ve ERK aktivasyonu yoluyla kanser gelisimini indiikleyen EGFR sinyal yolunu aktive
etmesi (Eyvazi ve ark., 2018)
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Literatiirde kanser kok hiicre belirteclerini ifade etmeyen kanser hiicre hatlarinda
bu belirtegler asir1 ifade edildiginde bu hiicrelerin kanser kok hiicre fenotipi
gosterdikleri bulunmustur. Ornegin, yumurtalik kanseri iizerine yapilan bir ¢alismada
CD24 ifadesi diisiik olan Caov-3 hiicrelerine CD24 transfeksiyonu gergeklestirilmistir.
CD24 ifade etmeyen Caov-3 hiicreleri ile ifade eden hiicreler karsilastirildiginda,
CD24 ifade eden Caov-3 hiicre serisinde hiicre gogalmasinda, koloni olusturmada ve

invazyonda bir artis gbzlemlenmistir (Nakomura ve ark., 2017).
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Sekil 1.35. CD24 Glikoproteini (Eyvazi ve ark., 2018)

1.18. Siglecler (Sialik Asit Baglayici Ig Benzeri Lektin)

Siglecs, hiicre dis1 bir yapisal alan, bir transmembran yapisal alan ve bir hiicre
ici yapisal alandan olusan tip I immiinoglobulin benzeri transmembran proteinlerdir.
Hiicre i¢i alan kisa bir lizin iceren kuyruk ve bir N-terminal baglayici Ig alanindan ve

degisken sayida C2-tipi yapisal alanlardan olusan hiicre dis1 bir yapisal alana
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boliinmiistiir (Duan ve ark., 2020). Siglec iiyeleri, immiinoreseptdr tirozin bazli
aktivasyon motifi (ITAM) ve immiinoreseptor tirozin bazli inhibisyon motifi (ITIM)
dahil olmak tizere her molekiil icindeki spesifik motiflere bagli olarak aktive edici veya
inhibe edici etkiler gosterebilir (Flores ve ark., 2019). Inhibitér Siglecs, Siglec-3,
Siglec-5, Siglec-7, Siglec-9 ve Siglec-10'u igerir ve bunlarin hiicre igi bolgeleri, tirozin
fosfatazlart (SH2 alan1 igeren) alarak inhibitdr sinyalleri ileten ITIM ve ITIM benzeri
alanlari igerir (Crocker ve ark., 2007; Rosenstock ve ark., 2021). Siglecs ITAM alanini
tasityan DAP12 ile etkilesime girebilen transmembran bolgesindeki pozitif yiikli
kalintiya bagl olarak aktive edilmis hiicre i¢i sinyaller iiretme yeteneklerine gore de
siniflandirilabilir. Insan Siglec-4, Siglec-14, Siglec-15, Siglec-16 ve fare Siglec-H bu
siiflandirmaya aittir (Crocker ve ark., 2007; Macauley ve ark., 2014). Siglecs,
baliklar, amfibiler, kuslar, siiriingenler ve memeliler gibi farkli omurgali tiirlerinde
ifade edilir. Dizi koruma derecesine gore klasik korunmus Siglec'ler ve CD33 ile
iligkili Siglec'ler olarak da siniflandirilabilirler. 400 milyon yil 6nce eski omurgalilarda
var olan evrimsel olarak korunmus Siglec'ler arasinda Siglec-1 (CD169), Siglec-2
(CD22), Siglec-4 ve Siglec-15 bulunur. Bununla birlikte CD33 ile iliskili Siglec
genleri, memeli evrimi sirasinda gen duplikasyonu, ekson kayb1 ve gen doniisiimii gibi
coklu islemler nedeniyle hizla gelismistir ve CD33 ile ilgili 6nemli farkliliklara neden

olmustur.
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Sekil 1.36. insan Siglec Ailesi Reseptorleri (Siddiqui ve ark., 2019)
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Cogu Siglec sitoplazmik alanlarinda hiicre sinyallesmesinin diizenlenmesine
katilan diizenleyici motiflere sahiptir (Macauley ve ark., 2014; Varki ve ark., 2015;
Bochner ve ark., 2016; Pillai ve ark., 2012). Siglecs, tiim memeli hiicrelerinde
bulundugundan bagisiklik hiicrelerinin kendinden ve kendinden olmayani ayirt
etmesine yardimci olabilir ve istenmeyen bagisiklik tepkilerini 6nlemek i¢in bagisiklik
kontrol noktalar1 olarak gorev alir (Macauley ve ark., 2014; Varki ve ark., 2015;
Lubbers ve ark., 2018). Siglecs'in bagisiklik hiicresi fonksiyonlarindaki ¢esitli rolleri
aydinlatilmaya baslanirken ¢ogu bagisiklik hiicresinde ifade edilmeleri onlar1 hem
yararli hem de zararli olan gesitli hiicresel bagisiklik tepkilerinde gorev alan bir rol
tistlendirmistir. Ayrica hiicre sinyallesmesini diizenleyen koreseptorler olarak cesitli
hastaliklarda terapdtik fayda icin immiin hiicre yanitlarimi artirma veya susturma
stratejilerinin gelistirilmesi i¢in hedef olarak daha fazla taninmalarina neden olmustur
(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 islevleri ifade edildikleri ¢esitli hiicre tiplerine, tasidiklari
inhibitor/uyarict motiflere ve TME'deki tlimor hiicreleri ile stromal hiicreler arasindaki
etkilesimlerde yer alan baglandiklari spesifik ligandlara gore belirlenir. Geleneksel
olarak Siglec ailesinin ¢ogu liyesi makrofajlar, miyeloid hiicreler, B hiicreleri ve hatta

T hiicreleri gibi baslica immiin hiicre tiplerinde ifade edilir (Bull ve ark., 2014).
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Sekil 1.37. Tiimor Olusumu Uzerine Siglec-Sialoglikan Degisikligi (Van Houtum ve ark., 2021)
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Sialik asit (Sia), noraminik asit tiirevleri olan dokuz karbon monosakarit ailesi
icin genel bir terimdir. Sia omurgalilarin hiicre yilizeyinde ifade edilen glikolipidlerin
ve glikoproteinlerin seker zincirlerini sonlandiran tipik kalintidir (Angata ve ark.,
2002; Varki ve ark., 2017). Omurgalilarda N-asetilnéraminik asit (Neu5Ac), N-
glikolilndraminik asit (Neu5Gc) ve deaminondraminik asit (Kdn) olmak iizere ii¢ ana
Sias tiirii vardir. Cogu memeli NeuSAc ve NeuSGc iretirken insanlarin Neu5Gc
tiretme kapasitesi soz konusu degildir (Varki ve ark., 2017). Sias metilasyon,
stilfatlama, laktilasyon, asetilasyon ve laktonizasyon gibi gesitli post-translasyonel
modifikasyonlar1 ile degistirilebilir, sialoglikoproteinler ve sialoglikolipidler
olusturmak i¢in "sialilasyon" ad1 verilen bir islem olan seker zincirlerine eklenebilir.
Boylece Sia ailesi farkli yapilara sahip 50'den fazla iiyeden olusmaktadir (Angata ve
ark., 2002).

Sia'nin biyosentezi sitozolde gergeklesir ve bu siire¢ dort adim ve ii¢ enzim
igerir. Iki islevli glukozamin (UDP-N-asetil)-2-epimeraz/N-asetilmannosamin kinaz
tarafindan iki hiz sinirlayici adim gergeklestirilir (Keppler ve ark., 1999). GNE, iiridin
difosfat-N-asetilglukozaminden (UDP-GIcNAc) N-asetil-d-mannozamine (ManNACc)
dontisiimii katalize eder ve ManNAc'1 fosforile ederek N-asetil-mannozamin 6-fosfat
(ManNAc-6-P) olusturur. ManNAc-6-P daha sonra yogunlastirilir ve NeuSAc'yi
olusturmak i¢in iki asamada defosforile edilir. Cekirdekte Neu5Ac aktif CMP-
Neu5Ac'yi olusturmak igin sitidin monofosfat N-asetilnéraminik asit sentetaz ile
sitidin 5-monofosfat (CMP) ile konjuge edilir (Munster-Kuhnel ve ark., 2004). CMP-
NeuS5Achin ¢ekirdekten Golgi aygitina tasmmmasindan sonra, sialiltransferazlar
Neu5Ac'yi bir galaktoza (Gal), bir N-asetilgalaktozamine (GalNAc) veya ¢esitli
protein veya lipidlerin baska bir Sia kalintisina konjuge eder (Chen ve ark., 2010).
Insanlar, Sia kalintilar1 ve alttaki alic1 seker arasinda farkli baglantilar (a2,3-, a2,6-,
a2,8-) kullanarak farkli alict sekerlere (Gal, GalNAc, Sia) Sia ekleyen yaklasik 20
farkli sialiltransferaz igerir. Ayrica Sias intersialil baglantilar1 yoluyla farkli
derecelerde polimerizasyona sahip homopolimerler olusturabilir. Ornegin polisialik

asit (polySia), 10 ila 200 arasinda bir polimerizasyon derecesine sahip a2,8-bagh
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Neu5Ac monomerlerinin bir homopolimeridir

oranda ifade edilir (Schnaar ve ark., 2014).
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Sekil 1.38. Sialik asit, tiretimden hiicre yiizeyi ifadesine, desialilasyon yoluyla uzaklastirma, alim, lizozomal
sindirim ve yeniden kullanima kadar olan dongii (Klaus ve ark., 2021)

Sialik asitler, bagisiklik sistemini Siglecs yoluyla cesitli sekillerde modiile

edebilir ve antikor aracili patojenlerin temizlenm:

Siglec-1

esini etkiler (Maurer ve ark., 2018).
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Sekil 1.39. Farkli Mononiikleer Fagositler Tarafindan Siglec Ifadesi (Lubbers ve ark., 2018)
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Noraminidazlar veya sialidazlar olarak adlandirilan spesifik glikosidazlar, sialik
asidi oligosakkaritlerden hidrolize edebilir. Esas olarak hiicre i¢i keseciklerde bulunan
bu enzimler salgilanabilir boylece hiicre zar1 lizerinde bulunan sialile yapilarin
profilini degistirir ve ifadeleri birgok farkli kanser tiiriinde diizensizdir (Lubbers ve

ark., 2018).

1.18.1. Siglec-10 (Sialik Asit Baglayici Ig Benzeri Lektin 10)

Siglec-10, immiin reaktiviteleri baskilamak igin agirlikli olarak NK hiicreleri, B
hiicreleri, monosit tiirevli dendritik hiicreler ve antijenle aktive olan CD4+ T
hiicrelerinde bulunan CD33 ile iliskili bir Siglec reseptorii tasiyan bir ITIM
inhibitoridiir (Zhang ve ark., 2015;. Tipik Siglec-10 ligandlar1 agirlikli olarak
l16kositlerde ifade edilen CD24 ve CDS52 gibi agir gliko silatli molekiillerdir (Barkal ve
ark., 2019; Bandala Sanchez ve ark., 2013). Siglec-10, ¢esitli patofizyolojik siire¢lerde
yer alan hiicre yiizeylerine maruz kalan sialoglikanlar: se¢ici olarak taniyan inhibitor
| tipi bir lektindir. Siglec-10'un bagisiklik hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
oynadigr kilit rol onu genis bir hastalik yelpazesine karsi immiinoterapdtiklerin
gelistirilmesi i¢in potansiyel bir hedef haline getirmistir. Bununla birlikte proteinin
kristal yapist simdilik c¢oziilmemistir ve Siglec-10'un kompleks glikanlarla

etkilesimlerinin atomik tanim1 daha 6nce ¢oziilmemistir (Forgione ve ark., 2020).

1.18.2. CD24/Siglec-10 Etkilesimi

Siglecl0 sitoplazmik alanda ITIM'ler igeren bagisiklik sisteminin ¢esitli
hiicrelerindeki diger bagisiklik bastirici reseptorlere benzemektedir. Siglec-10, kanser
hiicreleri tlizerindeki CD24 ligandin1 baglar ve hiicre i¢i ITIM alanlari, tirozin
fosfatazlar SHP-1 ve SHP-2'yi alir ve bdylece makrofajlarin fagositozunu engeller.
CD24 ve Siglec-10 arasindaki iliskinin monoklonal antikorlar tarafindan genetik
olarak ortadan kaldirilmasi ve ayrica CD24-Siglec-10 etkilesimlerinin bloke edilmesi

CD24 ifade eden tiim insan tiimorlerinde fagositozu 6nemli 6l¢iide artirabilir.
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Sekil 1.40. CD24 /Siglec-10 Etkilesimi (Tian ve ark., 2022)

CD24, Siglec-10 etkilesimi sonrasinda SRC ailesi tirozin kinazlar
SIGLEC10’un hiicre i¢i bolgesinde SHP-1 ve SHP-2 (SHP’ler SOSC negatif
regililatorleridir ve sitokin sinyal aktivatorleridir) fosfatazlarin aracilik ettigi anti-
inflamatuar ve anti fagositik sinyal iletim yolaklarmin etkinlesmesine yol agmaktadir.
SOSC (Sitokin sinyal supresorleri) proteinleri makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi
dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinin ¢cok dnemli diizenleyicisidirler. SOSC proteinleri
Toll Like reseptor iizerinden olugan immun yanit sirasinda aktive olurlar. Siglecler
sialik asit igeren ligandlara baglanir ve inhibitor reseptorler olarak rol oynarlar. Sialik
asit glikan zincirlerinin ucuna eklenir. Bu glikanlar glikokalikslerin 6nemli bir
bilesenidir. CD24 ve SIGLEC-10 arasindaki etkilesim makrofajlarin fagositoz
yapabilirligini baskiladig1 i¢in CD24’1i yiiksek ifade eden tiimorlerin immiin kagisi

desteklenmekte ve bu tiimorler fagositozla yok edilememektedir.
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Cancer Stem Cell

(l{,\)\?.\)\*\;\?xr\xll\,:-.\)ﬁ)-._:\,:\.:-‘,‘-._\>~.-‘—v. P P PP ITTTTTITTY LR T LR

.............. g SUyS

L S YUYUYY ) ’ ‘28 - A
T T T T e i S S e e b

Sekil 1.42. CD24 Monoklonal Antikoru ile Tiimér Temizlenmesi (Wu ve ark., 2021)

CD24; (HMGBI), (HSP70/HSP90) ile birlesir ve niikleer faktor-kappa B (NF-
KB) aktivasyonunu inhibe eder. Makrofajlarin ylizeyindeki Siglec-10'un ve timor
hiicresi ylizeyindeki CD24 arasindaki etkilesimin bagisiklik reseptdrleri tirozin
onleyici motif (ITIM) sinyalleri yoluyla DAMP'lere baglanmasi, iltihaplanma siirecini
bloke eder. CD24 antikorunun varliginda bu inflamatuar "frenleme™ sinyali ciddi

sekilde etkilenir ve sitokin firtinalarinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Chen ve ark.,

2009).
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Sekil 1.43. HMGBL1, CD24 ve Siglec-10 tarafindan olusturulan bir trimolekiiler kompleks (Andersson ve ark.,
2021)

Dogal bagisiklik sistemi ve inflamatuvar yanitta TLR’ler Onemli sinyal
transdiiksiyon membran proteinleridir. Patojenlere kars1 savunmada ilk siray1 alan
TLR’lerin etkinlesmesi ile savasilan patojenler dldiriiliir veya viicuttan uzaklastirilir.
TLR’ler yapilarinda yiiksek oranda korunmus bolgeler icermekle birlikte bu bolgelere
ligandlar1 ve ko-reseptorleri araciligiyla baglanmaktadir. TLR’ler inflamatuvar siireci
baslatmak i¢in spesifik ligandlar1 taniyarak mikrogliyal fagositoz, sitokin saliverilmesi
ve adaptif immiin yanit i¢in gerekli yardimci uyarici molekiillerinin saliverilmesi gibi
olaylar tetikleyerek NF-kB gibi sinyal molekiillerini etkinlestirir. Mikrogliyalarda bu
hiicreleri etkinlestiren ve ndroinflamatuvar yaniti baglatan cesitli TLR’ler eksprese
edilmektedir. TLRler spesifik patojeni tanimada rol oynayan hiicre dis1 Idsince zengin
tekrar (LRR) bolgeleri ve sitoplazmik bodlgede sinyal yolunda rol alan Toll/IL-1
reseptor (TIR) bolgeleri igermektedir. Bir adaptor protein olan miyeloid farklilastiric
faktor 88 (MyD88) TIR bolgeleri araciligiyla TLR’lere baglanarak bir¢ok sinyal
transdiiksiyon yolunu ve NF«kB’yi etkinlestirerek inflamasyona neden olmaktadir.

TLR3 disinda tiim TLR’ler MyD88 tarafindan etkinlestirilir.
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1.19. iImmiinoterapi

Immiinoterapi, canli organizmalardaki maddeleri kullanarak bagisiklik
sisteminin kanserle savagmasina yardimci olan biyolojik bir kanser tedavisi tiirtidiir.
Normalde kanser hiicreleri tarafindan ifade edilen proteinlere baglanan ve islevlerini
engelleyen antikorlar1 kullanan, bagisiklik sisteminin etkisine dayanan sistematik bir
tedavidir (Sudhakar ve ark., 2009). Bagisiklik sistemi anormal hiicreleri tespit edip
oldirebilir, ancak kanser hiicreleri genetik degisiklikler veya ylizeylerindeki
proteinlerin ifadesi sayesinde bu durumdan kagar, yani bagisiklik sistemi onlar
anormal olarak tanimaz. Timoérler ve bagisiklik hiicreleri arasindaki karmagik
etkilesim nedeniyle, koruyucu antitimor bagisikligt olusturmak igin siklikla
kombinasyon tedavisi kullanilir (Dougan ve ark., 2009). immiinoterapiler hastalikla
savasmak amaciyla hastanin bagisiklik sisteminin kullanildigi tedavi yontemidir.
Kanser immiinoterapisi, kanserle savasmak i¢in viicudun bagisiklik sistemini kullanan
Klinik tedavileri ifade eder. Genel olarak immiinoterapi ii¢ alt kategoriye ayrilabilir;
Bunlar aktif immiinoterapi, pasif immiinoterapi ve immiinomodiilator tedavidir.
Immiinomodiilatdr tedavi, kanser hiicrelerini hedeflemek i¢in bagisiklik sistemini
aktive eden endojen kemokinlerin ve sitokinlerin kullanilmasidir. immiinomodiilator
tedaviye bir 6rnek, IL-2'nin kemoterapi ile kombinasyon halinde kullanilmasidir
(Farkona ve ark., 2016). Pasif immiinoterapi ise tiimor hiicrelerinde spesifik olarak
ifade edilen bir antijeni hedef alan monoklonal antikorlarin kullanilmasidir. Bu tip
immiinoterapi, dogrudan tiimdr antijeni lizerinde etkili olan bir monoklonal antikorun
kullanimim1  kullandigr ve dolayisiyla bagisiklik sisteminin daha genis bir
aktivasyonunu gerektirmedigi i¢in pasif olarak kabul edilir. Pasif immiinoterapilerin
aksine, aktif immiinoterapiler tiimorii tanimak ve onunla savagmak i¢in viicudun

bagisiklik sisteminin aktivasyonunu saglar (Farkona ve ark., 2016).

Immiinoterapide destekleyici rollerine ek olarak, makrofajlar gelecekteki kanser
immiinoterapisinde umut verici bir hedef haline gelebilir (Mills ve ark., 2012 ;
Cavaillon ve ark., 2011). Onkoterapide makrofajlarla ilgili bircok hedef ve

farmakolojik ajan son incelemelerde 6zetlenmistir (Beltraminelli ve ark., 2020; Pathria
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ve ark., 2019). Kanser immiinoterapisinde makrofajlar1 hedeflemenin g¢esitli
avantajlar1 vardir. Diisiik infiltrasyon T hiicre bazli antikanser tedavisi i¢in dnemli bir
engeldir ve makrofajlar, tiimor mikrogevresine infiltre olan bagisiklik hiicrelerinin
~%30-50'sini olusturur. Dolasimdaki monositler tiimorlerde infiltre makrofajlarin ana
kaynagidir ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinin erisilebilirligi klinikte makrofaj
bazli bir tedavi stratejisi benimsenirse c¢alismayi kolaylastirir. Su anda genellikle
kanser hiicrelerinin insanlarda endojen hiicrelerden kaynaklandigina inanilmaktadir.
Cok sayida tiimore 6zgii antijen tanimlanmis olsa bile ¢ogu spesifik antijen hala birkag
normal hiicrede bulunur. Buna karsilik tim kanser hiicreleri tiimoér heterojenligi
nedeniyle sadece bir spesifik antijeni ifade etmez. Spesifik antijen ifade eden kanser
hiicrelerinin temizlenmesi yalnizca gegici ve sinirhi antitimor etkinligi ile
sonuglanabilir. Bununla birlikte dogustan gelen bir bagisiklik hiicresi tiirli olarak
makrofajlar, belirli bir antijeni hedeflemeden tiimor baskilayict bir islev
sergileyebilmektedir (O’Sullivan ve ark., 2012; Mills ve ark., 1992).
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Sekil 1.44. CD24- Siglec-10 sinyallemesinin bloke edilmesi yoluyla tiimérle iligkili makrofaj tarafindan kanser
hiicresi yok etme mekanizmasi (Barkal ve ark., 2019)
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. THP-1 Hiicrelerinin Stoktan Cikartilmasi

Donmus haldeki stok hiicreleri ¢ogaltmak igin, hiicrelerin igerisinde saklandigi
kriyovialler -80°C’deki buzdolabindan alind1 ve hizl1 bir sekilde ¢oziilmiistiir. Coziilen
hiicre siispansiyonu; 15ml’lik santrifiij tiipiinde bulunan %10 FBS ve %1 P/S iceren
RPMI 1640 (1:1) besiyeri i¢ine alinmistir. Santrifiij tiipii 1500 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi uzaklastirilmistir ve tiiplin tabanindaki
hiicre peleti lizerine 2 ml besiyeri ilave edilerek pipetaj ile hiicrelerin siispanse hale
gelmesi saglanmigtir. Daha sonra tiip lizerine 4 ml daha besiyeri ilave edilmistir ve 6
ml’lik hiicre siispansiyonu 25c¢m? °lik hiicre kiiltiirii kaplar1 icerisine almarak 37 °C’ye

%5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir.

2.2. THP-1 Hiicre Kiiltirii:

[k defa akut monositik 16semili bir yasindaki erkegin periferik kanindan elde
edilmis olan THP-1 (akut monositik insan 16semi) hiicreleri, monosit/makrofaj
farklilasmasini ve fonksiyonunu incelemek i¢in kullanilan en yaygin hiicre hattidir.
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD’nda mevcut olan THP-1
hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 L-glutamin, % 1 pen/strep ile takviye
edilmis RPMI 1640 besiyerinde %5 CO2’li etiivde 37°C’de kiiltiir ortaminda steril
kosullarda ¢ogaltilmistir.

2.2.1. THP-1 Hiicrelerinin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi

THP-1 insan monosit hiicreleri, %10 fetal sigir serum, %1 L-glutamin, %1
penisillin/streptomisin igeren RPMI-1640 besiyerinde, %5 CO2’li etiivde, %95 bagil

nem’de 37 °C’de kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir. Kiiltiir flaski konfluent duruma
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ulastiginda alt kiiltlirlere ayrilarak biiylimesi saglanmistir. Cogaltilan hiicrelerin bir

kism1 — 80°C’ye kaldirilarak calismanin sonraki deneyleri igin stoklanmistir.

2.2.2. THP-1 Hiicrelerinden M0 Makrofaj Eldesi

THP-1 hiicreleri phorbol-12-miristat-13-asetat (PMA) ile uyarildiklarinda
makrofaj benzeri hiicrelere farklilasir. in vitro olarak THP-1 monosit hiicrelerinden
makrofaj hiicrelerinin elde edilmesinde kullanilan PMA uyaranimnin doz ve zaman
optimizasyonu, her kosul i¢in qRT-PCR ile hedef genler denetlenerek ilgili yapildi. Bu
hedef genler monosit icin CD14; PMA uyarimi ile olugturulmus MO makrofajlar1 i¢in
ise CD11B (genel makrofaj belirteci), CD36, CD68, CD71’dir. THP-1 hiicreleri 0.5 x
1076 konsantrasyonda 1 ml besiyeri igerisinde 24 kuyucuklu plakalara ekildi. THP-1
(M0) makrofaj aktivasyonunu uyarmak i¢in bu hiicreler (24-48-72) saat boyunca 50-
200 nM phorbol 12-miristat 13-asetat (PMA) igeren RPMI 1640 besiyeri igerisinde

kultirlendi.

2.2.3. THP-1 Monositik Kaynaklh M0 Makrofajlarin M1 ve M2 (U266
sup/IL4) Makrofajlara Polarize Edilmesi

(MO) makrofaj hiicreleri 10 pg/ml LPS ve 20 ng/ml IFN-y ile degisik siirelerde
muamele edilerek THP-1 (M1) makrofaja doniigiimiiniin saglanmasi gerceklestirildi.
Kiiltiir kosullar1 gRT-PCR deneylerinden hedef M1 makrofaj polarizasyonunun kiiltiir
kosullar1 (CD80, TNF-alfa, IL-1beta, IL-6) belirteg¢ genlerinin yiiksek ifadesi ve akis
sitometri analizi belirlenerek optimize edilmistir. (MO) makrofaj hiicrelerinin (M2)
makrofaj hiicrelerine polarizasyonunu saglamak i¢in bu hiicreler hem (U266 sup)
slipernatant1 24 saat muamele edilirken (Chen ve ark., 2017) yaptig1 ¢alisma referans
alinarak diger taraftan (20 ng/mL) Interlokin (IL-4) ile 48 saat siirede muamele
edilmistir. (M2) makrofaj polarizasyonunun kiiltiir kosullar1 hem akis sitometri analizi
ve gRT-PCR deneylerinden hedef M2 belirteg genlerinin (CD206, CD200, IL10, TGF-

beta) yiiksek ifadesi ile belirlenerek optimize edilmistir.
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2.2.4. M0, M1 ve M2 (U266 sup) Makroj Hiicrelerinde CD11b, CD36,
CD38, CD45, CD71, CD80, CD200 Belirteglerinin Akis Sitometri Analizi

MO, M1 ve M2 (U266 sup) makrofaj hiicreleri ayri ayri tripsine edilmistir.
Tripsine edilen hiicreler 15 ml’lik tiiplere aktarilmistir ve 1200 RPM’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iist kisim atilmigtir ve hiicrelerin {izerine 1 ml
besiyeri sayilmistir. Her bir isaretleme i¢in 1X10° hiicre ependorflara almmistir.
Hiicreler 2 kere PBS ile yikanmustir. Ikinci yikama sonunda hiicrelerin iizerine tampon
soliisyonu ve 2ul CD11b, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80, CD200 monoklonal
antikorlar1 eklenerek 10 dakika karanlikta ve 4°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hiicreler hazirlanan tampon soliisyonu ile iki kere yikanmistir. Daha sonra
pelete 100ul tampon soliisyonu eklenmistir. 10000 hiicre sayilarak hiicre ylizey
belirteglerinin protein oranlart ACCURI C6 Akim Sitometri cihazinda dlgiilmiistiir ve

analiz edilmistir.

2.2.4.1. M0, M1 ve M2(IL4) Makrofaj Hiicrelerinin US7WT, U87CD24
Siipernatantlari ile Birlikte Muamelesi Sonucu CD206 ifadesi

6 kuyucuklu plakalarda MO, M1, M2(IL4) ile farklilastirllan makrofaj
hiicrelerinin her biri ayr1 ayr1 MO0-U87WT, MO0-U87CD24, M1-U87WT, M1-
U87CD24, M2-U87TWT M2-U87CD24 hiicrelerinin siipernatantlart ile bir araya
getirilmislerdir. Ardindan tripsine edilmis olan hiicreler 15 ml’lik tiiplere aktarilmistir
ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iist kisim atilmistir ve
hiicrelerin tizerine 130ul taze besiyeri eklenmistir. CD206 antikoru ile muamele
edilecek olan hiicreler dncesinde 5ul Fc bloklama reseptor ile muamele edilmistir.
Ardindan hiicreler 10 dakika oda sicaklifinda bekletilmistir. Her bir isaretleme i¢in
1X10° hiicre ependorflara alinmistir. Hiicreler 2 kere RPMI besiyeri ile yikanmistir.
Ikinci yikama sonunda hiicrelerin iizerine RPMI besiyeri ve Sul CD206 monoklonal
antikoru eklenerek 10 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
hiicreler RPMI besiyeri ile iki kere yikanmistir. Daha sonra pelete 100ul RPMI
besiyeri eklenmistir. 10000 hiicre sayilarak hiicre yilizey belirte¢lerinin protein oranlari

ACCURI C6 Akim Sitometri cihazinda 6l¢iilmiistiir ve analiz edilmistir.
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2.3. Agoroz Jel Elektroferezi

Elde edilen RNA o6rnekleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.
%1°1ik agaroz jelin hazirlanisi su sekilde yapilmigtir: 100 ml 1X TBE tampon bir beher
igerisine alinarak {izerine 1 gr toz agaroz tartilip eklenmistir. Beher mikrodalga firinda
300°C’de yaklasik 2 dk isitilarak agarozun erimesi ve su igerisinde ¢oziinmesi
saglanmistir. Beherin dis yiizeyi musluk altina tutularak el yakmayacak kivama gelene
kadar bir miktar sogumasi saglanmistir. Behere 2 ul Bio-safety boya eklenerek
karistirilmis ve jel tankinda donmaya birakilmistir. Donan jel, icerisinde 1X TBE
tamponu bulunan elektroforez tankina aktarilmistir. Niikleaz igermeyen sudan 8 ul,
RNA o&rneklerinden 2 pl, DNA yiikleme tamponundan 2 pl karistirilarak jeldeki
kuyucuklara 10 pl yiiklenmistir. Ornekler 80 voltta 25 dk vyiiriitiilmiis ve daha sonra

jel gortintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

Sekil 2.1. Agoroz jel elektoforezinde M0, M1 ve M2 makrofaj genlerinin goriintiisii

2.4.1zole Edilen RNA’dan ¢cDNA Sentezi

Izole edilen RNA &rneklerinden tamamlayici DNA (cDNA) sentezleme
islemleri igin, BioRad iScript cDNA Sentez Kiti kullanilmistir. Toplam tepkime hacmi
20 pL olarak hesaplanmistir. Her kuyu icin 5x iScript tepkime karisimindan 5 pL,
iScript Reverse Transkriptaz enziminden, RNA numunesinden 4 pL ve niikleaz
yoksun ozellikli sudan 11 pL eklenmistir. cDNA sentez basamaklari su sekilde
gerceklestirilmistir.

92



Priming 5 dakika, 25°C
Ters Transkripsiyon 20 dakika, 46°C
Ters Transkripsiyon Inaktivasyon 1 dakika, 95°C

cDNA sentezi gergeklestirilen 6rnekler, kantitatif PCR analizi islemine kadar -20°C'de

saklanmstir.

2.5. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative
Real Time PCR

Elde edilen cDNA ‘lar SYBR Green ile birlikte PCR sirasinda kullanilarak PCR
iriiniin  saptanmasi, PCR dirliniiniin miktarinin analizine olanak saglamistir.
Normalizasyon icin referans gen kullanilarak gen ekspresyon analizi yapilmistir.
SYBR Green floresans boyas1 ve Biorad CFX Connect cithazi kullanilarak qRT-PCR
yapilmistir. Biitiin genlerin ifade seviyeleri internal kontrole gore normalize edilmistir.
Primerler, GC igerikleri (%GC), erime sicakliklari (Tm) ve dimer olusturup
olusturmadiklar1 (dG) dikkate alinarak PerlPrimer programi kullanilarak belirlenmis
ve elde edilen primer sekanslart NCBI/Primer Blast web-sitesinden faydalanilarak
Ozgiinliikler1 denetlenmistir. Tiim uygulamalar en az ¢ tekrarli olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Akis sitometri yontemi ile belirlenen M0, M1, M2 makrofajlarin
farklilagsmasini kanitlamak amaciyla bazi genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri ger¢ek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile belirlenmistir.

Polarize makrofajlardan MO polarize makrofaja 6zgii yiizey belirteci olan
genlerinin (CD11b, CD36, CD38, CD71) yiiksek ifadesi ile belirlenerek optimize
edilmistir. (M1) makrofaj polarizasyonunun kiiltiir kosullart qRT-PCR yo6ntemi
kullanilarak (CD80, CD86, TNF-alfa, IL-1beta, IL-6) yiiksek ifadesi ile belirlenerek
optimize edilmistir. THP-1 (MO) makrofaj hiicrelerinin THP-1 (M2) makrofaj
hiicrelerine polarizasyonunu saglamak i¢in bu hiicreler 1:1 oraninda RPMI besiyeri ve
U266 hiicrelerinin siipernatanti ile 24 saat boyunca birlikte muamele edilmistir. Diger

taraftan THP-1 (M2) makrofaj hiicrelerine polarizasyonunu saglamak i¢in 48 saat 20
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ng/ml IL4 ile muamele edilen hiicrelerin (M2) makrofaj polarizasyonunun kiiltiir
kosullar1 qRT-PCR deneylerinden hedef M2 belirteg genlerinin (Siglec10, IL10, TGF-
beta) yiiksek ifadesi ile belirlenerek optimize edilmistir. Genlerinin ifadesi kantitatif
olarak analiz edilmistir. Ik olarak hiicrelerden izole edilen RNA 6rneklerinden 1000

ng kullanilarak iScript enzimi (BioRAD) ile cDNA sentezlenmistir.

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
SIGLEC-10 F: ATCTCAACGGCATTCTCCA SIGLEC-10 R: GGTGTGGCTTTCTGATTCC

Cizelge 2.1. qRT-PCR Yapilan Genlerin Primer Dizileri

2.6. U87 MG Hiicrelerinin Kiiltiru

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD’nda mevcut olan insan
yabanil U87 MG hiicreleri ve CD24 yiiksek ifade ettirilen U87-CD24-yiiksek
hiicrelerin %10 Fetal Sigir Serumu (FBS), %1 penisilinstreptomisin, %1 L-glutamin,
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) igeren 6zel besiyerinde %5 CO2’li
etlivde 37°C’de kiiltiir ortaminda gogaltilmistir. Hiicrelerin konfluent durumuna gore
2-3 giinde bir pasajlart gergeklestirilmistir. Tiibitak destekli 1003 Proje kapsaminda
lentiviral yontemle CD24- yiiksek ifade ettirilen U87-CD24-yiiksek hiicreler elde
edilmis ve kiiltiirleri basarili sekilde yapilmistir ve bu hiicreler su an -80 °C’de

muhafaza edilmektedir.

Sekil 2.2. GBM primer hasta hiicrelerinin CD133-PE (kirmiz1), DAPI (mavi), ve CD24-FITC (yesil) ile boyanmig
konfokal mikroskobu goriintiisii.
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CD24 ifade edilmeyen WTU87 MG GBM hiicrelerinde CD24 geninin lentiviral
stabil transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Bu U87CD24 GFP+ hiicreler AB Dalimizda

mevcuttur.

Control CD24 U87 cells

Sekil 2.3. CD24-pLenti-C-GFP ifade eden U87 GBM hiicre serilerinin floresan mikroskop altinda
goriintiilenmesi

2.7. M1, M2(IL4) makrofaj hiicreleri ve US7WT hiicrelerin DID-DIiO

Boyama Protokolii

6 kuyucuklu plakalar i¢inde steril cam lamellere ekimi gerceklestirilip MO
makrofaj hiicresine farklilastirilan hiicrelere 24saat 10pg/mL LPS ve 20 ng/mL IFN-
v ile 24 saat muamele edilip M1 (DID) makrofajlara farklilastirilan hiicreler ile
U87WT (DIO) hiicreler bir araya getirildi. Verilen boya etiketleme ¢ozeltisinin 1 mL
normal besiyerine 5 pl'sini boyama soliisyonu ekleyerek hazirlandi. Boyama
soliisyonunun 5 pl'si lamellerin kdsesine pipetlendi tiim hiicreler kaplanana kadar 6
kuyucuklu plakalar kapatildi ve hafif¢e ¢alkalandi. Lameller 37 °C'de inkiibe edildi.
Boyama soliisyonu uzaklastirildi ve lameller ii¢ kez PBS ile yikandi. Her yikama
dongiisii i¢in, hiicreler taze, 1sitilmis besiyeri ile kaplandi, 10 dakika inkiibe edildi ve
ardindan lamellerin kenarina kurutma kagidi ile dokunarak fazla besiyeri yavasca

bosaltildi ve lameller 37° C etiive yerlestirildi.
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2.8. M0, M1 ve M2(1L4) Makrofaj Hiicrelerinin US7WT, U87CD24
Hiicreleri ile Ko-Kiiltiirii:

6 kuyucuklu plakalar i¢inde steril cam lameller {izerine 600.000 MO, M1 ve M2
makrofaj olacak sekilde hiicrelerin ekimi yapilmistir. 1.200.00 US7WT ve U87CD24
hiicreler say1lmistir ve makrofaj hiicreleri ile bir araya getirilmeden 6nce DIO boyama
soliisyonu ile boyama islemi gergeklestirilip 24 saat 37°C etiivde bekletilmistir. 24
saat sonra U87WT ve US87CD24 hiicreleri ile M0, Mlve M2(IL4) makrofaj
hiicrelerinin ko kiiltiir islemi gergeklestirilmistir. Kokiiltiire alman hiicreler 6

kuyucuklu plakalarda 37°C etiivde 24 saat bekletilmistir.

2.9. MTT 3-(4,5-Dimetil tiyazol-2) 2,5-Difeniltetrazolyum Bromiir Testi

M1 ve M2(U266 sup) hiicrelerde 12E9 MoAb’1in IC50 (12E9: 10ug/ml ) degeri
belirlenmistir. Hiicre kiiltiiriinde elde edilen hiicre dizilerine ait hiicrelerden 96
kuyucuklu plakin her bir kuyucuguna 40.000 hiicre olacak bigimde ekim yapilmistir.
Kuyucuklara 100 pl hiicre besiyeri karisimi seklinde ekim yapilmistir. Bu hiicreler
37°C’de, %5 CO2’li etiivde bir gece (16/24 saat), bekletilmistir. Bekleme siiresi
sonunda hiicrelerin iizerine farkli (kontrol, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) konsantrasyonlarda
12E9 eklenmistir. Spektrofotometrede 570 nm’de 6l¢iim yapilmustir.

2.10. MO, M1 ve M2(1L4) Makrofaj Hiicreleri ile U§7WT-U87CD24
Hiicrelerinin 12E9 Antikoru ile Ko-kiiltiirii

MO, M1, M2(IL4) makrofaj hiicreleri, U87-CD24-GFP ve U87-WT-DIO
hiicreleri ile 12E9 monoklonal antikorunun degisik derisimlerinde muamele edilmistir
Kontrol olarak U87-CD24-yiiksek-GFP-pozitif hiicreler ve U87-CD24-diisiik hiicreler

12E9 monoklonal antikoru ile 24 saat muamele edilmistir.
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2.11. Floresan Mikroskopi ile Fagositoz Yiizdesinin Belirlenmesi
Protokolii

DID isaretli MO, M1, M2(IL4) makrofaj hiicreleri DIO boyamasi
gerceklestirilen US7WT ve U87CD24GFP kanser hiicreleri ile 24 saat boyunca
37°C'de muamele edilmistir. 12E9 monoklonal antikor uygulanan ve ugulanmayan
1.200.000 hedef kanser hiicresi 600.000 makrofaj oraninda DMEM besiyeri igerisinde
ko-kiiltiirii yapilmistir. Sonrasinda +%10 FBS igeren DMEM besiyerinde iki kez
yikanmustir. Olusturulacak olan fagositoz deney plakalar1 37 °C inkiibatore kaldirilmis
ve 24 saat sonra floresan mikroskobunda gbézlemlenmistir. Fagositoz olaylar1 toplam
DID isaretleri makrofaj hiicrelerinin icine DIO isaretli US7WT ve GFP isaretli
UB87CD24 hiicrelerinin alinmasi ile hesaplanmistir. Fagositoz ylizdesi maksimum

normalize edilerek hesaplanmistir.

2.12. Konfokal Mikroskopi ile Fagositoz Goriintiisii Alma

Floresan mikroskopta belirlenen fagositoz oranlarinin goriintiisii konfokal mikroskop

ile de alinmustir.
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3. BULGULAR

3.1. THP-1 Monosit Hiicre Eldesi

THP-1 monosit hiicrelerinin hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen inverted

mikroskop goriintiisii Sekil 3.1°de gosterilmistir.

gRw 9 "WW L 1)

Sekil 3.1. THP-1 monosit hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiisiit A-10X B-20X

3.2. THP-1 Hiicrelerinden M0 Makrofaj Eldesi

THP-1 monosit hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat boyunca 100 nM PMA ile
uyarilmasiyla elde MO makrofaj hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiileri Sekil

3.2. ve 3.3 ‘de gosterilmistir.

A B
Sekil 3.2. THP-1 monosit hiicrelerinin 24 ve 48 saat boyunca 100 nM PMA ile uyarilmasiyla elde edilen MO
makrofaj hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiileri A-10X B-20X
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Sekil 3. 3. THP-1 monosit hiicrelerinin 72 saat boyunca 100 nM PMA ile uyarilmasiyla elde edilen MO makrofaj
hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiileri A-10X B-20X

3.3. THP-1 Monositik Kaynakhh Makrofajlarin M1, M2(U266), M2(IL4
Makrofajlara Polarize Edilmesi

THP-1 insan monosit hiicreleri, MO (100 nM PMA, 72 saat), M1 (20 ng/mL
IFN-y + 10 pg/mL LPS, 24 saat), M2 (U266 siipernatant1 ile RPMI besiyeri 1:1
oraninda (500u1/500ul) 24 saat inkiibasyonu gergeklestirilrken ayn1 zamanda 48 saat
boyunca 20ng/ml M2(1L-4) ile muamele edilmistir. Bu hiicrelerin inverted mikroskop

goriintilileri Sekil 3.4°te, 3.5’te ve 3.6.’da gosterilmistir.

Sekil 3.4. MO makrofaj hiicrelerinin 20 ng/mL IFN-y+ 10 pg/mL LPS ile 24 saat uyarimu ile elde edilen M1
makrofaj hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiileri A-10X B-20X
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Sekil 3.5. MO makrofaj hiicrelerinin U266 hiicre kiiltiir siipernatanti ile 24 saat uyarimu ile elde edilen M2 (U266
sup) makrofaj hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiileri A-10X B-20X

Sekil 3.6. MO makrofaj hiicrelerinin 48 saat boyunca 20ng/ml I1L-4 ile uyarimu ile elde edilen M2(1L4) makrofaj
hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiileri A-10X B-20X

3.4. M0, M1, M2(U266 sup) Makrofaj Hiicrelerinin CD11b, CD11¢, CD36,

CD38, CD45, CD71, CD80, CD200 Akis Sitometri ve Histogram Degerleri

MO, M1, M2(U266sup) makrofaj hiicrelerinde CD11b, CD36, CD38, CD45,
CD71, CD80, CD200 Akis Sitometri ve histogram degerleri Sekil 3.7, 3.8, 3.9, 3.10,
3.11, 3.12, 3.13, 3.14’te gosterilmistir.
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Sekil 3.7. In vitro polarize ettigimiz MO Makrofaj Hiicrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71,

CD80, CD200 Akis Sitometri ifadeleri
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Sekil 3.7. Devami. In vitro polarize ettigimiz MO Makrofaj Hiicrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45,
CD71, CD80, CD200 Akis Sitometri ifadeleri
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Sekil 3. 8. In vitro polarize ettigimiz MO makrofajlarmn CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80,
CD200 ekspresyon histogramlari
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Sekil 3.8. Devami. In vitro polarize ettigimiz M0 makrofajlarin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71,
CD80, CD200 ekspresyon histogramlari

M1 MAKRO 1910 437

[Ungated]

FS PEAK

400~

200

a EECI
FS INT

Gate Number %Total %Gated
2,817 100.00 100.00
B8.75

All

PEAK 2,500 B8.75

M1 MAKRO 1910 437

M1 MAKRO 1910 437

[Ungated] [A]
1000 o s 1000
800 B0
&00 -
= =
a i :
400 tatfe B 40
amd o 3;&_‘
: r
200 LR T i e
o
Wb
0 Sl
M N i
FS INT e " 0 i
Gate Mumber %Total %Gated CD45 KO

All

2,817 100.00 100.00

A 2,402 B85.27 85.27

Gate Number %Total %Gated
All 2,402 85.27 100.00
M1 MAKRO 1910 437

Sekil 3.9. in vitro polarize ettigimiz M1 Makrofaj Hiicrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71,
CD80, CD200 Akis Sitometri Ifadeleri
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Sekil 3.9. Devamu. in vitro polarize ettigimiz M1 Makrofaj Hiicrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45,
CD71, CD80, CD200 Akis Sitometri ifadeleri

104




[A] CD45 KO

[A] CD8O FITC

[A] CD200 PE

& =
100 10' 10 10° 10 10* 10*
CD45 KO CD80 FITC CD200 PE
Gate X-Med X-AMean  X-CV Gate X-Med X-AMean X-CV Gate X-Med X-AMean X-CV
Al 010  -2.39-211.53 Al 015  0.56335.00 All 1.65  2.05 80.32
N 1.85 249 89.18 0 0.85 1.67 119.16 S 1.66 206 76.22
[A] CD14 PC5.5 [A] CD38 PC7 [A] CD36 APC
g g g
= = =3
S S S
10° 10! 102 10* 10° 10' 10 10 10° 10 10 10*
CD14 PC5.5 CD38 PC7 CD36 APC
Gate X-Med X-AMean X-CV Gate X-Med X-AMean X-CV Gate X-Med X-AMean X-CV
Al 219 10.09 292.34 Al 216 3.66 146.30 Al 2670  63.82 164.25
T 2.21 5.54 163.07 u 270  4.27 108.15 V 3052 57.18 117.47
[A] CD11c APC A700 [A] CD71 A750 [A] CD11B PB
104
g =} =]
U L L)
5_
D_
10° 10 10° 0t
CD11c APC A700 CD71 A750 CD11B PB
Gate X-Med X-AMean X-CV Gate X-Med X-AMean X-CV Gate X-Med X-AMean X-CV
Al 137.28  179.06 86.96 Al 92.02 160.63 119.57 Al 3163 43.77 97.10
W 143.85 187.05 82.63 AU 9421 14277 96.85 AV 33.64 4571 B89.81

Sekil 3.10. in vitro polarize ettigimiz M1 makrofajlarin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80,

CD200 ekspresyon histogramlari
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Sekil 3.11. In vitro polarize ettigimiz M2 Makrofaj Hiicrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71,
CD80, CD200 Akis Sitometri ifadesi
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Sekil 3.11. Devamu. In vitro polarize ettigimiz M2 Makrofaj Hiicrelerinin CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45,
CD71, CD80, CD200 Akis Sitometri Ifadesi

MZ MAKROFAJ 1810 366
[Ungated]

FS PEAK

FS INT

Gate Mumber %Total %Gated
All 25,463 100.00 100.00
PEAK 23,982 9418 94.18

[A] CD8O FITC

Count

1

10’
CDa0 FITC
Gate X-Med X-AMean X-CV
All 0.10 -0.02 -6,377.67
N 0.10 -0.04 -2,191.33

1F

w0

M2 MAKROFAJ 1810 366
[Ungated]

55 INT

500
FS INT

Gate Mumber %Total %Gated
All 25,463 100.00 100.00
A 24,050 94.45 94.45

[A] CD200 PE

Count

CD200 PE
Gate X-Med X-AMean X-CV
All 0.76 1.10 126.90
0 0.77 1.05 83.06

[A] CD45 KO

£
3
=]
4
10 10" 1 104
CD45 KO
Gate X-Med X-AMean X-CV
All 0.10 -2.91 -142.19
B 1.26 1.90 102.44
[4] CD14 PC5.5
€
=1
w
CD14 PC5.5
Gate X-Med X-AMean X-CV
All 2.06 7.68 25050
S 2.19 6.34 16531

Sekil 3.12. in vitro polarize ettigimiz M2 makrofajlarm CD11b, CD14, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80,

CD200 ekspresyon histogramlari
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Sekil 3.13. MO, M1, M2(U266sup) Makrofaj Hiicrelerinde CD11B, CD11C, CD36, CD38, CD45, CD71, CD80,
CD200 ifadelerinin bar grafigi

3.4.1. MO, M1 ve M2(IL4) Makrofaj Hiicrelerinin US7WT, U87CD24
Siipernatantlari ile Birlikte Muamelesi Sonucu Akis Sitometri CD206 ifadesi

MO, M1, MO+U87WT, MO0+U87CD24, MI1+U87WT, M1+U87CD24,
M2(IL4), M2(IL4) +U87WT, M2(IL4) +U87CD24 makrofaj hiicreleri ile US7WT ve
U87CD24 hiicre siipernatantlarinin akis sitometrideki ifadeleri Sekil 3.15, 3.16, 3.17,
3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22, 3.23, 3.24’te gosterilmistir.

— Plot 2: 801 MO unstain — Plot 2: 802 MO cd206
= GATE  (P1inall) Z‘ = GATE  (P1inall) Z"
S T-L V- = AL W-H
SE, 9% 3,1 % HE, E% 3,4%
2 4 2
5 - £
E E
S S
2 2
= — =
a0l 2ol 20 2ot 20D 2l a0l 2 a0l ey a0 2t ] 20 207 2
FL-4 FL2
&= = & L L (= = &

Sekil 3.14. MO Makrofaj hiicrelerinin akis sitometride CD206 ifadesi
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Sekil 3.15. M0 Makrofaj hiicreleri ile US7WT siipernatantlarinin akis sitometride CD206 ifadesi

Count

Plot 4: B03 MOcd24suprt... X — Flot 4: BO4 MOcd24suprmt... X
= SATE  (P1inall) — = GATE  (P1inall) —
= =
- 3L WaI-F = 3-L Wa-R

HE,9% 3,1% o5, 5% 4,5%
g g 1
S
2 =
= =
101 e T Proe el wl wed ot w8 W 2 2
FLa FL3A
— G i — e (L

Sekil 3.16. MO Makrofaj hiicreleri ile U87CD24 siipernatantlarinin akis sitometride CD206 ifadesi

Count

Plot 5: C01 M1 unstain 5 ...

X — Plot 5: CO02 M1 cd2068 5 11 ... x
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Sekil 3.17. M1 Makrofaj hiicrelerinin akis sitometride CD206 ifadesi

109



kil

il

I Plot &: D01 M1 'WT supern... ){ — Plot 6: D02 M1 WT supern... X
= GATE  (P1inall) e - GATE  (P1in all) AR
T WEL VB AL WE R
q97.5% 2.5% o3, 4% B 5%

&= =
- 2t a8 uf Froe - 101 wdad et S b w2
F Lk L
Sekil 3.18.. M1 Makrofaj hiicreleri ile U87WT hiicre siipernatantinin akis sitometride CD206 ifadesi
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Sekil 3.19. M1 Makrofaj hiicreleri ile US7CD24 hiicre siipernatantinin akis sitometride CD206 ifadesi
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Sekil 3.20. M2(IL4) Makrofaj hiicrelerinin akis sitometride CD206 ifadesi
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Sekil 3.21. M2(IL4) Makrofaj hiicreleri ile U87WT hiicre siipernatantinin akis sitometride CD206 ifadesi
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Sekil 3.22. M2(1L4) Makrofaj hiicreleri ile U87CD24 hiicre siipernatantinin akis sitometride CD206 ifadesi
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Sekil 3.23. MO, MO+U87WTsup, M0+U87CD24sup, M1, M1+U87WTsup, M1+U87CD24sup, M2(IL4),
M2(IL4) +U87WTsup, M2(IL4) +U87CD24sup uygulanan hiicrelerde CD206 ifadesinin Akis Sitometri Grafigi
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3.4.2. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative

Real Time PCR

MO, M1 ve M2(U266sup) makrofajlara 6zgii yilizey belirteci olan genlerin
(IL1B, IL6, IL10, TGFB, TNFA, CD80, CD86, Siglec10) ifadelerinin gorselleri Sekil

3.25,3.26, 3.27, 3.28, 3.29, 3.30, 3.31°de gosterilmistir.

IL1B

1500

1000

500+

Delta Ct Value

THP1IMO M1 M2

=3 THP1
= MO
a M
= M2

Sekil 3.24. M0, M1 makrofajlarda IL1B ekspresyon analizi

IL-10

200~

o 150
=]
T
>

G 100-
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D

O  50-

O_

THP1IMO M1 M2

=3 THPL
= MO
a M
mE M2

Sekil 3.25. M2 makrofajlarda (U266 sup) 1L10 ekpresyon analizi
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Sekil 3.26. M1, M2 (U266 sup) makrofajlarda ve THP-1 monosit hiicrelerinde TGFB ekspresyon analizi

Delta Ct Value
T

TNFA

05

THP1IMO M1 M2

= THP1
= MO
= M2

Sekil 3.27. M2 (U266 sup) makrofajlarda ve THP-1 monosit hiicrelerinde TNFA ekspresyon analizi
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Sekil 3.28. M0, M1 Makrofaj Hiicreleri ile THP-1 monosit hiicrelerinin CD80 ekspresyon analizi
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Sekil 3.29. M0, M1 Makrofaj Hiicreleri ile THP-1 monosit hiicrelerinin CD86 ekspresyon analizi
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Sekil 3.30. M1, M2 (U266 sup ) ile THP-1 monosit hiicrelerinin Siglec10 ekspresyon analizi

SIGLEC10
E_
= M2(IL4)
o = M2(IL4)+(USTWTsup)
= 4- =
E M1+(UB7TWTsup)
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Sekil 3.31. M0+(U87CD24sup), M1, M1+(U87WTsup), M1+(U87CD24sup), M2(IL4), M2(IL4) +(U87WTsup)
hiicrelerinin Siglec10 ekspresyon analizi
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Hypothesis Test Summary

NULL HYPOTHESIS TEST SIG. DECISION
Indepented Samples ,010 Reject the null
Kruskal-Wallis Test hypothesis

Cizelge 3.1. CD8O0 gen ifadesinin istatistik sonug tablosu

CD80 geninin THP-1, M0, M1 ve M2(U266sup) hiicrelerinde mRNA ifadesine
rastlanmistir. M2 makrofaj hiicrelerinde THP-1, MO, M1 hiicrelerine gére daha fazla
mRNA ifadesine rastlanmistir. Bu kat artis1 ‘Independent-Samples Kruskal-Wallis

Testi’ yapilarak istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p <0,010)*

Hypothesis Test Summary

NULL HYPOTHESIS TEST SIG. DECISION
Indepented Samples ,002 Reject the null
Kruskal-Wallis Test hypothesis

Cizelge 3.2. CD86 gen ifadesinin istatistik sonug tablosu

CD86 geninin THP-1, M0, M1 ve M2(U266sup) hiicrelerinde mRNA ifadesine
rastlanmistir. M1 makrofaj hiicrelerinde THP-1, M0, M1 hiicrelerine gore daha fazla
mRNA ifadesine rastlanmistir. Bu kat artis1 ‘Independent-Samples Kruskal-Wallis

Testi’ yapilarak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p <0,002)*

3.4.3. M1, M2(U266 sup) Makrofaj Hiicrelerinin DID-Boyamasi Sonucu
Akis Sitometri Analizi

M1 ve M2(U266) makrofaj hiicrelerinin DID boyanma sonucunda elde edilen akis

sitometri gorselleri asagidaki gibidir.
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Sekil 3.32. M1 makrofaj hiicrelerinin (DID) boyamas1 sonucu akis sitometri ile yiizdesinin tespit edilmesi

M1 makrofaj hiicrelerinin (DID) boyanma yiizdesi akis sitometride %76.2

oraninda tespit edilmistir.
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Sekil 3.33. M2 (U266 sup) makrofaj hiicrelerinin (DID) boyanmas: sonucu akis sitometri ile yiizdesinin tespit

edilmesi

M2 (U266 sup) makrofaj hiicrelerinin (DID) boyanma yiizdesi akis sitometride
%69.2 oraninda tespit edilmistir.

3.5. Antikor Etkinliginin Arastirilmasi

3.5.1. MTT 3-(4,5-Dimetil tiyazol-2) 2,5-Difeniltetrazolyum Bromiir Testi

12E9 Monoklonal Antikorunun M1 ve M2(U266sup) makrofaj hiicreleri iizerine

toksik olmayan dozunun belirlenmesi i¢in canlilik testi yapilmustir.
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M1 Makrofaj 12E9 MoAb

120 100
100
75,65789474

80

60

40 28,41282895

20 3,90625 .

O —
c 1/4 1/8 1/16

Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon

Sekil 3.34. M1 Makrofaj Hiicrelerine Farkli Konsantrasyonlarda Uygulanan 12E9 Monoklonal Antikorunun MTT
Testi ile Ifade Edilen % Canlilik Grafigi

M2 Makrofaj 12E9 MoAb

120
100,0003934

100 84,02865472

80
60

40
17,82068379
20

3,97326504 -
0 I

c 1/4 1/8 1/16
Konsantrasyon  Konsantrasyon Konsantrasyon

Sekil 3.35. M2(U266sup) Makrofaj Hiicrelerine Farkli Konsantrasyonlarda Uygulanan 12E9 Monoklonal
Antikorunun MTT Testi ile ifade edilen % Canlilik Grafigi

3.6. M1, M2(U266sup) Makrofaj Hiicreleri ile U87CD24 Hiicrelerinin Ko

kiiltiir Analizi

M1 makrofaj (DID) hiicreleri ve U87CD24 (GFP) hiicrelerin ko kiiltiirii ile elde
edilen inverted mikroskop goriintiisii Sekil 3.37.’de gosterilmistir.

M2 makrofaj (DID) hiicreleri ve U87CD24 (GFP) hiicrelerin ko kiiltiirii ile elde
edilen inverted mikroskop goriintiisii Sekil 3.38.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.36. M1 makrofaj (DID) hiicreler ve U87CD24 (GFP) isaretli hiicrelerin ko kiiltiirii ile elde edilen 10X
inverted mikroskop goriintiisii

Sekil 3.37. M2 makrofaj (DID) hiicreler ve U87CD24 (GFP) isaretli hiicrelerin ko kiiltiirii ile elde edilen 10X
inverted mikroskop goriintiisii

3.6.1. M1, M2(U266 sup) Makrofaj Hiicreleri ile U87CD24 Hiicrelerinin
12E9 Monoklonal Antikoru ile Ko-kiiltiir Analizi

M1, M2(IL4) (DID) makrofaj hiicrelerinin U87-CD24(GFP) hiicreleri ile 12E9
monoklonal antikoru muamelesi sonucunda elde edilen inverted mikroskop goriintiisii
Sekil 3.39°de ve 3.40.’da gosterilmistir.
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Sekil 3.38. M1 makrofaj hiicreler ve U87CD24 GFP hiicrelerin 12E9 Monoklonal Antikoru ile 24 saat ko kiiltiirii
sonucu elde edilen 10x inverted mikroskop goriintiisii

Sekil 3.39. M2(U266 sup) (DID) makrofaj hiicreler ve U87CD24 (GFP) hiicrelerin 12E9 Monoklonal Antikoru
ile 24 saat ko kiiltiirii sonucu elde edilen 10X inverted mikroskop goriintiisii

3.7. Floresan Mikroskopi ile Fagositoz Yiizdesinin Belirlenmesi ve Konfokal
Mikroskopi ile Fagositoz Yiizdesi Belirlenen Hiicrelerin Goriintiilerinin Alinmasi

1200.000 hedef kanser hiicresi/ 600.000 makrofaj oraninda olacak sekilde
fagositoz yiizdesinin oranlar1 floresan mikroskobinda DID isaretli makrofaj
hiicrelerinin i¢ine DIO isaretli kanser hiicrelerinin almmas1 sonucu floresan

mikroskopta 100 hiicre sayilarak tespit edilen goriintiiler Sekil 3.36°da gosterilmistir.
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Sekil 3.40. M2 (U266sup) (DID) makrofaj hiicrelerinin U87CD24 (GFP) ifade eden hiicrelerle ko kiiltiirii ile elde
edilen (100X) floresan mikroskop goriintiileri

Sekil 3.41. US7WT (DIO) isaretli hiicrelerin 63X konfokal mikroskop goriintiileri A-63X B-63X

A- U87CD24(DiO) B-MO(DID) C- US7CD24(Di0)+ MO(DID)

Sekil 3.42. M1 (DID) makrofaj hiicreleri ve USWT (DIO) hiicrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile 24 saat ko
kultiirti sonucu elde edilen 63X konfokal mikroskop goriintiileri
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A- U87CD24(DiO) B-M1(DID) C- US7CD24(DIiO)+ M1(DID)

Sekil 3.43. M1 makrofaj (DID) ve U87CD24 (GFP) hiicrelerin 12E9 Monoklonal Antikoru ile 24 saat ko kiiltiirii
sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop goriintiileri

A-U87CD24 (DIO) B-M2(U266sup) (DID) U87CD24 (DIO)+ M2(U266sup)

Sekil 3.44. M2(U266sup) (DID) ve U87CD24(GFP) hiicrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko kiiltiir
sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop goriintiileri

A- U87CD24(DIO) B-M2(IL4) (DID) C- US7CD24(GFP)+
M2(IL4)(DID)

Sekil 3.45. M2(1L4) (DID) hiicreleri ile U87CD24(GFP) hiicrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko kiiltiirii
sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop goriintiileri
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Sekil 3.46. M2(IL4) (DID) hiicreleri ve US7WT(DIO) hiicrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko kiiltiirii
sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop goriintiileri

A- US7TWT(DIO) B- MO(DID) C-US7WT(DIO)+MO(DID)

Sekil 3.47. M0 (DID) hiicreleri ve U87WT(DIO) hiicrelerinin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko kiiltiirii sonucu
elde edilen (63X) konfokal mikroskop goriintiileri

A- US7CD24(DiO) B-MO(DID) C- US7CD24(GFP)+ MO(DID)

Sekil 3.48. M0 (DiD) makrofaj hiicreleri ile U§7CD24 (DiO) hiicrelerin 12E9 Monoklonal Antikoru ile ko
kiiltiirii sonucu elde edilen (63X) konfokal mikroskop goriintileri
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Sekil 3.50. M1 makrofaj (DID) hiicrelerin konfokal mikroskop goriintiileri A-20X B-63X C-63X

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Sekil 3.49. US7WT (DIO) isaretli hiicrelerin 10X floresan mikroskop goriintiileri

A- 20X B -63x C-63x

FAGOSITOZ ORANLARI
90%
80%
72,50%
62%
53,40% 54% .
48% 4;50y 47,50% >1,85%
add 38,50%
83,25%
US7wt+12E9- US7wt+12E9 U87CD24+12E9- US7CD24+12E9

MO mM1 m M2(IL4)

Sekil 3.51. Floresan Mikroskop ile Fagositoz Oranlarinin Belirlenmesi
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durum?* hucre crosstabulation

UB7WT+12E9- MO (PMA) M1(LPS+IFN) M2(IL4)
Var Count 48a 33a 90b
% within durum | 28,1% 19,3% 52,6%
% within hiicre | 48% 33% 90%%

Cizelge 3.3. UB7WT+12E9- hiicrelerinde fagositoz oranimin durum* hiicre Crosstabulation tablosu

Chi-Square Tests

U87WT+12E9- Value df Asymp. Sig
(2-sided)
Pearson Chi-Square 71,2362 2 ,000
Likelihood Ratio 79,667 2 ,000
35,865 1 ,000

Cizelge 3.4. UB7WT+12E9- hiicrelerinde fagositoz oraninin istatistik sonug tablosu

U87+12E9- MO, M1, M2(IL4) hiicreleri arasinda M1 ve M2(IL4) makrofajlar
arasindaki fark anlamlilidir. Bu anlamlilik Pearson Chi-Square analizi yapilarak
anlamli bulunmustur. P<0,000’dir. MO ve M1 makrofaj arasindaki fark anlamh

degildir.

durum* hiicre crosstabulation

US7TWT+12E9 MO (PMA) M1(LPS+IFN) M2(1L4)
Var Count 53a,b 43b 62a
% within durum | 33,5% 27,2% 39,2%
% within hiicre | 53% 42.6% 62,0%

Cizelge 3.5. US7TWT+12E9 hiicrelerinde fagositoz oraninin durum* hiicre Crosstabulation tablosu

Chi-Square Tests

U87TWT+12E9 Value df Asymp. Sig
(2-sided)
Pearson Chi-Square | 7,6192 2 ,022
Likelihood Ratio 7,665 2 ,022
1,619 1 ,203

Cizelge 3.6. US7WT+12E9 hiicrelerinde fagositoz oraninin istatistik sonug tablosu
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U87WT+12E9 MO, M1 ve M2(IL4) grubundaki tiim makrofaj hiicre gruplar1 arasinda

anlamh fark vardir.

bulunmustur. P<0,022*.

durum® hiicre crosstabulation

Bu anlamlilik Pearson Chi-Square analizi yapilarak anlamli

U87CD24+12E9- MO (PMA) M1(LPS+IFN) M2(1L4)
Var Count 48a 54a 102

% withindurum 47,1% 52,9% 100%

% within hiicre 47 5% 54% 50,7%

Cizelge 3.7. U87CD24+12E9 hiicrelerinde fagositoz oraninin durum* hiicre Crosstabulation tablosu

Chi-Square Tests

Association

U87CD24+12E9- Value df Asymp. Sig
(2-sided)
Pearson Chi-Square ,8432 1 ,359
ContinuityCorrection | 604 1 437
Likelihood Ratio 844 1 358
Linear-by-Linear 839 360

Cizelge 3.8. U87C24+12E9- hiicrelerinde fagositoz oraninin istatistik sonug tablosu

U87CD24+12E9- uygulanmayan M0, M1, M2(IL4) makrofaj hiicre gruplari arasinda

anlamlilik yoktur. Bu anlamsizlik Pearson Chi-Square analizi yapilarak bulunmustur.

P >0,359

durum?* hiicre crosstabulation

U87CD24+12E9 MO (PMA) M1(LPS+IFN) M2(IL4)
Var Count 52a 73b 80b
% within durum | 25,4% 35,6% 39,0%
% within hiicre | 52% 72,3% 80%

Cizelge 3.9. U87CD24+12E9 hiicrelerinde fagositoz oraninin durum* hiicre Crosstabulation tablosu
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Chi-Square Tests

U87CD24+12E9 Value df Asymp. Sig
(2-sided)
Pearson Chi-Square 19,2642 2 ,000
ContinuityCorrection | 19,098 2 ,000
Likelihood Ratio 17,987 1 ,000

Linear-by-Linear
Association 301

Cizelge 3.10. U87C24+12E9 hiicrelerinde fagositoz oraninin istatistik sonug tablosu

U87CD24+12E9 uygulanan hiicrelerin M0, M1, M2(IL4) grubundaki makrofaj
hiicreleri arasindan M0 ve M1 makrofaj hiicreleri arasinda anlamli bir fark vardir. Ayni
zamanda MO ve M2 (IL4) makrofaj hiicreleri arasinda da anlamli bir fark vardir. Bu

anlamlilik Pearson Chi-Square analizi yapilarak anlamli bulunmustur. P<0,001*
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4. TARTISMA

Glioblastom (GBM), merkezi sinir sisteminin en yaygin ve agresif
tiimdrlerinden biridir ve uygulanan tedavilere ragmen GBM hastalarinin ortalama
hayatta kalim stiresi 12-14 aydir. Glinlimiizde, GBM hastalarinda cerrahi rezeksiyonu
takiben radyoterapi ve Temozolomid (TMZ) uygulamasini igeren kemoterapi
uygulanmaktadir. TMZ, GBM ve astrositomlar1 tedavi etmek i¢in kullanilan oral bir
alkilleyici ajandir. Bununla birlikte, TMZ ile tedavi edilen hastalarin en az %50'si O6-
metilguanin metiltransferazin (MGMT) asir1 ekspresyonundan ve/veya farkli kemo-
direncle 1iligkili molekiiler yolaklarin aktivasyonu nedeni ile TMZ'e yanit
vermemektedir. Bu nedenle, GBM’de maligniteyi yonlendiren molekiiler yollarin
daha iyi anlagilmasina ve spesifik olarak tiimor hiicrelerini ve timor mikrogevresini

hedefleyen ¢esitli ajanlarin gelistirilmesine acil ihtiya¢ bulunmaktadir.

Normalde, myeloid progenitor hiicre hattindan kdken alan makrofajlar, dogal
immiin sistemin hiicreleri olup mikroplart ve / veya o6lii / hasarli hiicreleri fagozite
ederek veya antijen sunan hiicre olarak gorev yaparlar. Makrofajlar, aldiklar1 uyari
tipine bagli olarak, pro-inflamatuvar veya anti-inflamatuvar cevap gosterebilirler.
Yapilan ¢aligmalar, makrofajlarin temelde M1 ve M2 makrofajlar olmak tizere iki alt
gruba ayrildigini gostermistir. Ayrica, M1 ve M2 makrofajlari, ylizey reseptor ifadesi,
doku dagilimi, metabolizma, sitokin ve kemokin iiretimi, islev ve hiicre ici sinyal
iletimi acisindan 6nemli farkliliklara sahiptir. M1 makrofajlar1 veya klasik olarak
aktive olan makrofajlar, fagositoz yetenegine sahip asirt miktarda reaktif oksijen ve
azot tilirevlerini tretebilen hiicreler olup, yardimer T hiicresi 1 (Thl) tipi cevabim
etkinlestirmektedir. M1 makrofajlar, iki 6nemli inflamatuvar sitokin olan IL-12 ve IL-
23 salgilarlar. 1L-12, yiiksek miktarda IL-17 salgilayan Thl7 hiicrelerinin
aktivasyonunu ve klonal ¢ogalmasin arttirarak inflamasyona katkida bulunmaktadir.
Toll-benzeri reseptor 4 (TLR4) ile etkilesen IFN-y ve LPS gibi sinyallerin, in vitro
olarak makrofajlar1 M1 tipi makrofajlara polarize ettikleri gosterilmistir.14 Kanser

olusumuna kars1 verilen makrofaj cevabinda, M1 tipi makrofajlar tiimore karsi
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bagisiklik yanitinda etkin rol oynarlar. M2 makrofajlari IL-4 ve IL-13 gibi sitokinler
tarafindan polarize edilmektedir. M2 makrofajlart ayrica TGF-beta ve IL-10 da dahil
olmak {izere anti-enflamatuvar sitokinlerin salinmasina neden olarak doku onarimin
tesvik etmek i¢in hiicre zarmin yeniden sekillenmesi ve anjiyogenez gibi siirecleri
uyarmaktadir. Kanser olusumuna karst verilen makrofaj cevabinda M2 makrofajlar
timor gelisimini ve metastazini uyarict ve ayrica tiimdre karsi bagisiklik yanitim

baskilayici etki gosterirler.

Makrofajlarin  tiimor hiicrelerini fagosite etmesi slireci timor hiicreleri
tizerinde ifade edilen pro-fagositoz ("BeniYe™) sinyalleri ve anti-fagositoz ("Beni-
Yeme") sinyalleri de dahil olmak {izere bir dizi uyarim tarafindan diizenlenmektedir.
Tiimdr hiicresine ait “Beni-Yeme” sinyalleri sinyal diizenleyici protein a (SIRP a),
programlanmis hiicre 6liimii 1 (PD-1), 16kosit immiinoglobulin benzeri reseptor 1
(LILRB1) ve Siglec’lerin de dahil oldugu fagosit ylizeyi reseptorleri ile etkilesime
girmektedir. Fagosit yiizeyindeki reseptorler ile tiimor hiicresi yiizeyindeki ligantlar
arasinda gerceklesen fagositozu baskilayici bu etkilesim tiimor hiicrelerinin bagisiklik
savunmasindan ka¢masin1 saglamaktadir. Son arastirmalar CD24'{in tiimorlerde
baskin ¢esitteki bagisiklik denetim noktalarindan biri oldugunu gostermistir. CD24’iin
sialik asit baglayic1 Ig benzeri lektin 10 (SIGLECI10) ile etkilesimi timér immiin
kacisini etkinlestirmektedir. CD24 kiigiik, fazla glikosillenmis, musin benzeri bir
hiicre ylizey proteini olup hiicre zarma GPI (glikosilfosfatidilinositol) capasi ile
baglanan yeni tanimlanmis bir “BeniYeme” sinyalidir. CD24’lin yliksek ifadesi ve

invazyona katkis1 insan GBM hiicrelerinde gosterilmistir.

Tiimo6r mikrogevresinde bulunan makrofajlar tiimore karsi pro-enflamatuvar M1 veya
tiimor gelisimine yardimei olan anti- enflamatuar M2 makrofajlardir. Tiimor iliskili
makrofajlar (TAM) M2 makrofajlarla benzer bir¢ok 6zellik tasirlar. TAM’lar birgok
tiimorde yogun olarak bulunurlar. Tiimore infiltre olan TAM’larin sayist ile hastaligin

kotii prognozu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu raporlanmistir. TAM’larin ayrica
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standart tedavilere karsi direng gelistirmede rol oynadiklari da bilinmektedir.
TAM’larin GBM’de tiimdre en fazla sizan bagisiklik hiicreleri olduklart rapor

edilmistir. Kat1 timorlerde timdor kitlesinin %5-40°1m1 TAMlar olusturmaktadir.

Timorle iliskili makrofajlar (TAM) salgiladiklart faktorler araciligiyla timor
hiicrelerinin invaziv bir fenotip kazanmasina neden olurlar. Genel olarak Tiimorle
ilisikili makrofajlar (TAM), M2 makrofajlara fenotipik ve fonksiyonel o6zellikler

acisindan benzerlik gosterirler.

Insan GBM hiicrelerinde CD24’iin yiiksek ifade edildigi ve CD24 sinyalinin
GBM hiicrelerinin invaziv 6zelliginde dnemli rol oynadig1 ve kotii prognozla iliskili
oldugu bilinmektedir. Tiimor hiicresinin immiin sistemden kacis mekanizmalarindan
olan "Beni Yeme" sinyallerinden biri de tiimor hiicreleri tarafindan ifade edilen CD24
ile makrofajlar tarafindan ifade edilen Siglec10’un birbirine baglanmasidir. Yapilan
bu tez calismasinda anti-CD24 MoAb kullanilarak CD24-Siglec-10 etkilesiminin
engellenmesi ve TAM 0zelligi gosteren makrofajlara yeniden fagositik ozellik

kazandirilmasi hedeflenmektedir.

Barkal ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada CD24’{in yeni bir “Beni Yeme”
sinyali oldugunu bu durumun ise meme ve over kanseri hastalari i¢in umut vadedici

bir tedavinin Oniinii acacagi ifade edilmistir.

Siglec'ler immiinoglobulin siiper ailesinin iiyeleri olup hiicre disinda siyalik
asit baglanma bolgesini de iceren 2-17 Ig (immunoglobulin) alanindan olusan hiicre
yiizeyi transmembran reseptorleridir. Makrofaj, dendritik hiicre ve noétrofil gibi
hiicrelerde belirgin sekilde ifade edilirler. SIGLEC ailesi proteinleri siyalillenmis

oligosakkaritlere baglanmaktadir. Ornegin, hiicre dis1 bolgesi yiiksek derecede
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siyalillenmis olan CD24 transmembran proteini makrofajlarda 6zgiil olarak ifade
edilen SIGLECI10 reseptoriine baglanarak makrofajlarin fagositoz islevini
baskilamaktadir. Birgok SIGLEC ailesi proteininin sitoplazmik alani immiin reseptor
tirozin temelli baskilayic1 motiflere (ITIM) sahiptir. Bu protein motifleri SHP-1 ve
SHP-2 gibi tirozin fosfatazlarinin da katilimini saglayarak makrofajlar tarafindan
yonetilen fagositoz siirecinin baskilanmasinda gorev almaktadir. CD24- SIGLEC10
etkilesimi sonrasinda SRC ailesi tirozin kinazlart SIGLEC10’un sitoplazmik
bolgesinde bulunan tirozin temelli sinyal iletim motifini fosforlar. SIGLEC10
fosforilasyonunun sonucunda SH2 alanini igeren proteinlerin (“6zellikle SHP-1, SHP-
2 veya sitokin sinyalizasyon baskilayicist 3 (SOCS3)’iin) katilim1 da saglanmakta ve
bu proteinler etkinlestirilmektedir. Makrofaj hiicresi yiizeyindeki SIGLEC10
reseptOri ile tiimor hiicrelerinin ylizeyindeki CD24 arasindaki etkilesim makrofajlarda
SIGLEC10’un hiicre i¢i bolgesinde SHP-1 ve SHP-2 fosfatazlarinin aracilik ettigi anti-
enflamatuvar ve anti-fagositik sinyal iletim yolaklarinin etkinlesmesine yol
acmaktadir. CD24 ve SIGLECI0 arasindaki etkilesim makrofajlarin fagositoz
yapabilirligini baskiladig1 icin CD24°1i yiiksek ifade eden tlimorlerin immiin kagisi
desteklenmekte ve bu tiimorler fagositozla yok edilememektedir. Saglikli doku ve
hiicreler anti-fagositoz molekiilleri ifade ederek makrofajlarin kendilerini fagosite
etmesini dnleme konusunda dogal bir yetenege sahipken, kanser hiicreleri immiin
kacis mekanizmalarini kullanmaktadir. Yapilan ¢aligmalar makrofajlarin GBM’de en
yiiksek derecede tiimore sizict Ozellik gosteren bagisiklik hiicreleri olduklarini
vurgulamaktadir. Yakin zamanda elde edilen bulgular CD24 ve SIGLECI10 gen
ifadelerinin GBM’de yiiksek oldugunu ve bu durumun koétii prognoz ile iligkili

oldugunu gostermistir.

Chanput ve arkadaslart THP-1 hiicre hattindaki hiicrelerin hem aktif hem de
dinlenme kosullarinda immiin modiile edici etkilerini arastirmak/tahmin etmek igin

onemli bir model olarak benzersiz 6zelliklere sahip oldugu sonucuna varmiglardir.
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MO makrofajlarin M1 polarize makrofajlara farklilagmasi igin kullanilan IFN-y
ve LPS konsantrasyonlari yapilan bazi ¢aligmalarla belirlenmistir. (20 ng ml IFN-y ve
10 pg/ml LPS 24 saat inkiibasyon siiresiyle (Genin ve ark., 2015) ve 20 ng/ml IFN-y
+ 1 mg/ml LPS ile 24 saatlik inkiibasyon siiresiyle (Chanput ve ark., 2013) M1
makrofaja farklilastigi belirlenmistir. Calismamizda M1 makrafajlarin farklilasma
stirecinde 20 ng ml IFN-y ve 10 pg/ml LPS ile birlikte 24 saatlik inkiibasyon stiresi

uygulanmustir.

Literatiirde 20ng/ml IL4’{in (24-48-72) saat muamelelerinde en yiiksek CD206
ifadesine 72 saatte ulasildigi bildirilmistir. Buradan g¢ikan sonuglara gore M2(1L4)
makrofaj hiicrelerine farklilastirma c¢alismalarinda IL4 uygulama siiresinde

optimizasyon yapilmalidir.

Literatiirde, CD47 SIRPa arasindaki immiin blokajin kaldirilmasina ydnelik
klinikte faz 1 caligmalari mevcutken, CD24- Siglecl0 arasindaki immun blokajin
kaldirilmasina yonelik heniiz klinige ge¢cmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu durum

CD24- Siglec10 arasindaki blokajin kaldirilmasi i¢in klinik agidan deger tagimaktadir.

132



5. SONUC VE ONERILER

MO makrofaj hiicrelerinin M2 makrofajlara farklilagsmasi i¢in ayr1 ayr1 U266
hiicre siipernatant1 1:1 oraninda RPMI besiyeri ile hem de 20 ng/ml IL4 ile 48 saat

inkiibasyonu gerceklestirilmistir.

M2(IL4) makrofaj hiicrelerini elde edebilmek icin tek basina 48 saat 20ng/ml
IL4 muamelesinin yeterli olmadigi tespit edilmistir. 20ng/ml 1L4 uygulanmasina ek
olarak U87CD24 hiicre siipernatantlar1 ile birlikte muamelenin CD206 ifadesinde

%30,4 oraninda daha anlamli bir degere sahip oldugu gosterilmistir

MO makrofaj hiicrelerinin IL1B ekspresyon seviyesinde M1 makrofajlara
gore artig gozlenmistir. Bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmamastir.

M2 (U266 sup) IL10 ekpresyon seviyesi artis gostermistir. Bu artis istatiksel
olarak anlamli degildir.

M2 (U266 sup) makrofajlarda M1 makrofajlara ve THP-1 monosit hiicrelerine
gore TGFB ekspresyon seviyesinde bir artis gdzlenmistir. Bu artis istatiksel olarak
anlamli bulunmamustir.

M2(U266 sup) makrofaj hiicrelerinde THP-1 monosit hiicrelerine ve M1
makrofaj hiicrelerine gére TNFA ekspresyon seviyesinde bir artis gozlenmistir. Bu

art1s istatiksel olarak anlamli degildir.

M1 makrofaj hiicreleri ve THP-1 hiicreleri ile M2(U266sup) makrofaj hiicreleri
CD86 ifadesi analiz edildiginde anlamli farklilik bulunmustur P< ,001%*.
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MO makrofaj hiicrelerinde THP-1 monosit hiicrelerine ve M2(U266sup)
makrofaj hiicrelerine gére CD80 ekspresyon seviyesi artis gdzlenmistir. Bu artig

istatiksel olarak anlamli bulunmustur P<, 003*.

LPS ve IFN-y ile indiiklenen THP-1 orijinli makrofaj hiicrelerinde (M1
makrofaj hiicresi) LPS ve IFN-y ile indiiklenmeyenlere kiyasla CD80 ve CD86

ifadesinde anlaml1 bir artis tespit edilmistir.

M2(IL4) makrofaj (DID) ve U87CD24 (GFP) yiiksek ifade eden hiicrelerin 24
saat ko kiiltiiri sonucu tiimor hiicrelerinin M2 makrofaj hiicreleri tarafindan fagositozu
M2 (IL4) (DID) hiicrelerin icine U87CD24 GFP isaretli hiicrelerin alinmasi ile

floresan mikroskobunda sayilarak tespit edilmistir.

MO+(U87CD24sup) uygulanan hiicrelerdeki Siglec 10 ekspresyon seviyesi
yaklagik 6 kat artis gostermistir ve MO+(U87CD24sup) hiicrelerine 12E9 Monoklonal
antikoru uygulandiginda fagositoz oran1 %51,85 iken uygulanmayan grupta bu oran
%38,50’dir. 12E9 Monoklonal antikoru, MO+(U87CD24sup) hiicrelerinde Siglec 10
blokajini ortadan kaldirmustir.

M2(1L4)+U87WT-12E9 Monoklonal antikoru uygulanmayan hiicreler i¢in
fagositoz oran1 90 % iken M2(IL4) +U87WT+12E9 Monoklonal antikoru uygulanan
gruplarda bu oran % 62dir. 12E9 Monoklonal antikoru olmadan U87WT hiicreleri

daha fazla fagositoza ugramaktadir

M2(IL4) +U87CD24-12E9 Monoklonal antikoru uygulanmayan hiicreler i¢in
fagositoz oran1 50,7% iken M2(IL4)+ U87CD24+12E9 Monoklonal antikoru
uygulanan gruplarda bu oran %80°dir. 12E9 Monoklonal antikorunun uygulanmasi

M2(IL4) U87CD24 hiicrelerinin daha fazla fagositoz yapmasina neden olmustur.
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M1+U87WT-12E9 Monoklonal antikoru uygulanmayan hiicreler igin
fagositoz orant %33 iken MI1+U87WT+12E9 Monoklonal antikoru uygulanan
gruplarda bu oran %42,6°dir. 12E9 Monoklonal antikoru varliginda M1 makrofaj
U87WT hiicrelerini daha fazla fagositoza ugratmastir.

U87CD24 (GFP) hiicreler ile kokiiltiiri yapilan M1 makrofaj (DID)
hiicrelerinin  12E9 Monoklonal antikoru muamelesi sonucunda M1 makrofaj
hiicrelerinin U87CD24 yiiksek ifade eden tiimdr hiicrelerini floresan mikroskoptaki

fagositoza ugratma oran1 % 47.5’dan %72,5a yiikseldigi belirlenmistir.

M2(IL-4)+U87CD24-12E9 Monoklonal antikoru uygulanmayan hiicreler i¢in
fagositoz oram1 % 54 iken M2(IL-4)+U87CD24+12E9 Monoklonal antikoru
uygulanan gruplarda bu oran % 80 olarak belirlenmistir. 12E9 Monoklonal antikoru
varliginda M2 makrofaji Siglec10’un baskilayict etkisinden kurtularak U87CD24

hiicrelerini daha fazla fagositoza ugratmistir.

MO0+U87CD24, 12E9 Monoklonal antikor uygulanan grupta fagositoz orani %
51,85 iken uygulanmayan grupta bu oran %38,5 olarak tespit edilmistir. U87CD24sup
hiicrelerinde fagositoz 12E9 Monoklonal antikoruna bagl olarak gerceklesmektedir.

12E9 uygulamas1 M0+U87CD24 hiicrelerinde fagositozun artmasina neden olmustur.

CD24’e ozgii tretilen 12E9 Monoklonal antikoru GBM kanser hiicreleri ve
TAM’lar arasindaki —sirasiyla- CD24- SIGLEC10 etkilesimlerini ortadan kaldirmak
ve dolayisiyla makrofajlarin yeniden etkinlesmesini ve fagositoz yeteneklerini yeniden
kazanmalarin1 saglamak icin kullanilmistir. Boylece makrofajlarin iizerindeki
bagisiklik baskilamasinin kaldirilabilirligi ve fagositoz aracili tiimér temizliginin
yapilabilirligi arastirllmistir. CD24’e 6zgli kendi sentezledigimiz 06zglin 12E9

MoAb’in GBM Glioblastoma timor hiicreleri/kok hiicrelerinin temizlenmesinde
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onemli rol oynayan makrofajlarin yeniden etkinlesmesine olan etkilerinin ilk kez

arastirilmasi bu tez ¢aligmasinin 6zgiin degerini olusturmaktadir.

136



OZET

Makrofaj Siglec-10 — CD24 Tiimor “beni yeme” Sinyalinin 12E9 Monoklonal
Antikoru ile Immunoterapétik Hedeflenmesi

Tiimor mikrogevresinde bulunan makrofajlar tiimore karsi pro-inflamatuar M1 veya
timor gelisimine yardimci olan M2 makrofajlardir. Tiimor iliskili makrofajlar (TAM) M2
makrofajlarla iliskilendirilmektedir. TAM’larin bir¢ok tiimdrde yogun olarak bulundugu ve
timor ortamina sizan TAM’larin sayisi ile hastaligin kotii prognozunun iligkili oldugu ve
ayrica standart tedavilere karst direng gelistirmede rol oynadiklar1 da bilinmektedir. GBM’de
TAM’larin timdr ortamina en fazla sizinti yapan bagisiklik hiicreleri olduklari rapor
edilmistir. Yapilan calismalar yiiksek dereceli gliomalarda M2 makrofajlarin varlig: ile
hastaligin kotii prognozu arasinda bir korelasyon saptandigini belirtmektedir. Ayrica, yeniden
programlanmigs M1 makrofajlarin GBM hiicrelerinin  biiyiimesini  baskiladigi, M2
makrofajlarin ise tiimor biiylimesini ve tedaviye direnci destekledigi gosterilmistir. TAM’larin
cesitli sitokinler veya kemokinler tarafindan diizenlenebilmesi; tiimor gelisimi ve ilerlemesini
destekleyen ortam olusturmasi ve tedaviye direngle iligkisi TAM temelli yeni
immiinoterapilerin gelistirilmesini ve boylece tiimdr ilerlemesinin bloke edilerek hasta sag-
kaliminin uzatilmasiyla klinik sonuclarin iyilestirebilecegi dngoriilmektedir.

Tiimor hiicreleri bagisiklik sisteminin etkinlesmesinden kagmak icin bagisiklik
denetim noktalarin1 iceren anti-fagositik yolaklar1 kullanmaktadir. Timor hiicresinin
bagisiklik sisteminden kagis mekanizmalarindan olan "Beni Yeme" sinyallerinden biri de
timor hiicreleri tarafindan ifade edilen CD24’tin makrofajlar tarafindan ifade edilen
Siglec10’a baglanmasidir. CD24’iin 6zellikle over ve meme kanserinde dominant immiin
kontrol noktasi olabilecegi ve kanser immiinoterapisi i¢in yeni ve umut verici bir hedef oldugu
vurgulanmaktadir. CD24’lin sialik asit baglayici Ig benzeri lektin 10 (SIGLEC10) ile
etkilesimi tiimor immiin kagigini etkinlestirmektedir. CD24’{in yiiksek ifadesi kotii prognoz
ile iliskilendirilmistir.

Proje yiiriitiiclisiiniin daha 6nce ifade ettirdigi CD24’e 6zgii 12E9 MoAb’in GBM

tiimor/kok hiicrelerinin temizlenmesindeki rolii aragtirilmustir.

12E9 Monoklonal antikorunun uygulanmasi M2(IL4) +U87CD24, M1 makrofaj1 +
US7WT, M1+ U87CD24, M0+ U87CD24 hiicrelerinin daha fazla fagositoz yapmasina neden
olmustur.

12E9 Monoklonal antikoru Siglecl0’u en yiiksek ifade eden M2 makrofaj
hiicrelerinde Siglec10-CD24 “Beni yeme etkisi” ni baskilayarak U87CD24 hiicrelerini daha
fazla fagositoza ugrattigi ilk kez belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: CD24, Glioblastoma Multiforme, M0O/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(1L4) +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, MO/M1/M2 Macrophage, Temozolomide,
Siglec10.
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