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OZET

M1/M2 MAKROFAJ VE MEME KANSERI KO-KULTUR MODELINDE
SELINEXOR’UN EPITELYAL MEZENKIMAL DEGIiSiM YOLAGI UZERINE
ETKISI

Halil BALAMUR
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Biisra SEN HALICIOGLU

II. Tez Damigmani: Dr. Ogr. Uyesi Mustafa OZTATLICI

Ekim 2025, 69 sayfa

Bu ¢alisma, MDA-MB-231 hiicrelerinde tiimdr mikrogevresinin (TME) bilesenlerinden
biri olan tiimoérle iligskili makrofajlarin (TAM) epitelyal mezenkimal degisim (EMD)
stireci lizerindeki etkilerini ve XPO1 inhibitorii Selinexor’un bu siiregteki diizenleyici
roliinii aragtirmak amaciyla gerceklestirilmistir. TME igerisinde yer alan makrofajlar,
fenotipik olarak proinflamatuvar (M1) veya antiinflamatuvar (M2) 6zellik gosterebilir.
M1 makrofajlar anti-tiimdr, proinflamatuvar ve bagisikligi destekleyici bir rol oynar,
M2 tipi makrofajlar, timor hiicrelerinin proliferasyonunu, anjiyogenezi, invazyonu ve
metastatik kapasitesini artirarak kotii prognozla iligkili oldugu bilinmektedir. Niikleer
tasima proteini XPO1, timor baskilayict proteinlerin ¢ekirdekten sitoplazmaya
tasinmasinda gorev alir. XPOI’in asir1 ekspresyonu, bu proteinlerin ¢ekirdek disina
cikarak fonksiyonlarini kaybetmesine ve apoptozun baskilanmasina neden olur.
Selinexor, XPO1’i segici olarak inhibe ederek tiimor baskilayict proteinlerin ¢ekirdek
icinde tutulmasini saglar, bdylece hiicre proliferasyonunu ve metastatik potansiyeli
azaltir. Bu ¢alismada, MDA hiicresi ile M1 ve M2 fenotipine polarize edilmis RAW
264.7 makrofajlarinin ko-kiiltiir modeli olusturulmus ve bu ko-kiiltiir modelinde
selinexorun EMD belirtegleri iizerindeki etkileri immiinositokimyasal (ICC) yontemle
degerlendirilmistir. Bulgularda, M1 makrofajlarin varliginda E-kaderin ekspresyonunda
anlamli bir artma, vimentin ve N-kaderin ekspresyonunda anlamli bir azalma gdzlendi.
M2 makrofajlarinin varliginda ise vimentin ve N-kaderin ekspresyonunda artma, E-
kaderin ekspresyonunda azalma gozlendi. Selinexor uygulamasinin ise bu degisimleri
tersine ¢evirdigi bulundu. Sonuglar, Selinexor’un TME’y1 hedef alarak MDA-MB-231
hiicrelerinde EMD’yi ve metastatik potansiyeli baskiladigini gostermektedir. Bu durum,
XPO1’in  hedeflenmesinin meme kanseri tedavisinde metastatik potansiyelin
azaltilmasinda umut verici bir strateji olabilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Epitelyal mezenkimal gegis, Makrofaj, Meme Kanseri, Selinexor



ABSTRACT

EFFECT OF SELINEXOR ON EPITHELIAL MESENCHYMAL TRANSITION
PATHWAY IN M1/M2 MACROPHAGE AND BREAST CANCER CO-
CULTURE MODEL

Halil BALAMUR
Master of Science Thesis, Department of Histology and Embryology
Supervisior: Dr. Ogr. Uyesi Biisra SEN HALICIOGLU
Second Thesis Advisor: Dr. Ogr. Uyesi Mustafa OZTATLICI

October 2025, 69 pages

This study was conducted to investigate the effects of tumor-associated macrophages
(TAMs), one of the main components of the tumor microenvironment (TME), on the
epithelial-mesenchymal transition (EMT) process in MDA-MB-231 cells and to
evaluate the regulatory role of the XPOI1 inhibitor Selinexor in this process.
Macrophages within the TME can exhibit distinct phenotypes, displaying either
proinflammatory (M1) or anti-inflammatory (M2) properties. M1 macrophages play
antitumor, proinflammatory, and immune-supportive roles, whereas M2 macrophages
are known to be associated with poor prognosis by enhancing tumor cell proliferation,
angiogenesis, invasion, and metastatic capacity. The nuclear transport protein XPOI1 is
responsible for exporting tumor suppressor proteins from the nucleus to the cytoplasm.
Overexpression of XPO1 leads to the translocation of these proteins out of the nucleus,
resulting in loss of function and inhibition of apoptosis. Selinexor selectively inhibits
XPO1, ensuring the nuclear retention of tumor suppressor proteins and thereby reducing
cell proliferation and metastatic potential. In this study, a co-culture model was
established using MDA-MB-231 cells and Raw 264.7 macrophages polarized into M1
and M2 phenotypes. The effects of Selinexor on EMT markers were evaluated by ICC
analysis. The findings demonstrated a significant increase in E-cadherin expression and
a decrease in vimentin and N-cadherin expression in the presence of M1 macrophages.
In contrast, co-culture with M2 macrophages resulted in increased vimentin and N-
cadherin expression and decreased E-cadherin expression. Selinexor treatment was
found to reverse these alterations. Overall, the results indicate that Selinexor suppresses
EMT and metastatic potential in MDA cells by targeting the TME, suggesting that
XPOI1 inhibition may represent a promising therapeutic strategy for reducing metastasis
in breast cancer.

Key words: Epithelial-mesenchymal Transition, Macrophages, Breast cancer, Selinexor



1. GIRIS ve AMAC

Kanser, anormal hiicreler kontrolsiizce biiylidiiglinde, normal sinirlarinin 6tesine gecip
viicudun diger bdlgelerini istila ettifinde ve diger organlara yayildiginda viicudun
hemen hemen her organinda veya dokusunda baslayabilen biiyilik bir hastalik grubudur.
Neoplazm ve kotii huylu tlimér, kanser i¢in kullanilan diger yaygin isimlerdir. Kanser,
diinya genelinde ikinci 6nde gelen 6liim nedeni olup, 2018 yilinda 9,6 milyon 6liime
veya her 6 oOlimden 1'ine neden olmustur. Akciger, prostat, kolorektal, mide ve
karaciger kanseri erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri iken, meme, kolorektal,
akciger, serviks ve tiroid kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleridir. Bu
caligmada, selinexor’un meme kanseri hiicrelerinin metastaz1 {izerindeki etkileri
arastirilacaktir. Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen malignitedir ve diinya
capinda kadinlarda kansere bagli Oliimlerin 6nde gelen nedenidir. 2022'de, diinya
capinda 2,3 milyon kadina meme kanseri teshisi kondu ve 670.000 Oliim
gerceklesmistir. Tip alanindaki gelismeler ve hastalara hizli tan1 konulmasi nedeniyle
meme kanseri mortalitesinde 6nemli bir azalma yasansa da her gecen giin meme kanseri
olgular1 artmaktadir. Meme kanseri oldukca heterojen bir hastaliktir ve tiimoér mikro
cevresi (TME) bu heterojeniteye katki saglar. TME, meme kanserinin malign
ilerlemesinin 6nemli sebeplerindendir, bu nedenle TME'yi hedef alan immiinoterapotik
yaklasimlar meme kanseri hastalarinin tedavisini kisisellestirme ve prognozu iyilestirme
konusunda ¢ok yiiksek bir potansiyele sahiptir. Meme kanseri mikrogevresini olusturan
hiicresel ve hiicre dis1 bilesenler, anti-tiimoral bagisiklik yanitlarini baskilayarak tiimor
progresyonunu ve metastatik yayilimi destekleyici bir ortam olusturmaktadir. Bu
baglamda, tiimor hiicreleri ile bagisiklik hiicreleri arasinda kurulan karmasik
etkilesimler, Ozellikle metastazin baslamasinda ve silirdlriilmesinde kritik rol
oynamaktadir. Literatiir incelendiginde, selinexor adli ilacin meme kanseri iizerindeki
etkilerine dair yapilan calismalarin oldukca sinirli oldugu goriilmektedir. Selinexor,
hiicre cekirdeginden protein ve RNA c¢ikisin1 diizenleyen tasiyici bir protein olan
Exportin 1 (XPO1)’i se¢ici olarak inhibe eden, SINE (Selective Inhibitor of Nuclear
Export) sinifina ait bir inhibitdrdiir. XPO1’in inhibisyonu sonucunda, tiimdr baskilayici
proteinlerin ¢ekirdek i¢inde birikimi saglanarak hiicre dongiisii durdurulur ve apoptoz

indiiklenir. Kanser hiicrelerinde XPO1'in inhibisyonu, tiimdr baskilayici proteinlerin



niikleusta tutulmasini saglayarak apoptoz, hiicre dongiisii duraksamasi ve anti-tiimoral
yanitlarin yeniden etkinlestirilmesine katki sunar. Bu nedenle, selinexor’un birg¢ok solid
timor ve hematolojik malignitede terapdtik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.
Ancak, meme kanseri 6zelinde 0zellikle metastaz siireci Uizerindeki etkileri hentz tam
olarak aydmlatilamamistir. Bu dogrultuda, planlanan bu c¢alisma, selinexor’un triple
negatif meme kanseri (TNBC) hiicrelerinde metastazin énemli bir belirleyicisi olan
epitelyal mezenkimal gecis (EMD) {lizerindeki etkilerini incelemeyi amaglamaktadir.
EMD, tiimor hiicrelerinin invazivlik ve hareketlilik kazanarak c¢evre dokulara
yayilmalarin1 saglayan bir biyolojik siiregtir. Selinexor’un bu siire¢ tlizerindeki
diizenleyici etkisinin ortaya konulmasi, hem metastazin Onlenmesine yoOnelik yeni
terapotik stratejilerin gelistirilmesine katki saglayabilir hem de ila¢ hedeflerinin daha iyi
anlagilmasina olanak taniyabilir. Meme kanseri gibi bir¢cok kanser tiiriinde, tlimorle
iligkili makrofajlarin (TAM) kanser hiicrelerinin proliferasyonu, invazyonu ve
metastazinda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu ¢alismada, M1 ve M2 fenotipine
sahip makrofajlarla ko-kiiltlire edilen meme kanseri hiicrelerinde EMD yolaginin nasil
etkilendigi arastirilacaktir. Ayrica, M1 ve M2 makrofajlarin EMD yolag: {izerinden
metastaz ile olan iliskisi incelenecektir. Kanser hiicrelerinde metastazin inhibe edilmesi,
kanser tedavisinde kritik bir adimdir. Bu nedenle, metastazla ilgili aragtirmalardan elde
edilen bulgular, tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi acisindan biiyilk Onem
tagimaktadir. Literatiirde, M1 ve M2 makrofajlarinin meme kanseri hiicrelerinde
proliferasyon ve apoptoz lizerindeki etkilerini inceleyen ¢alismalar bulunmakla birlikte,
EMD yolag: iizerindeki etkilerini ele alan aragtirmalar oldukca sinirlidir. Bu caligsma,
makrofajlarla ko-kiiltiire edilen meme kanseri hiicrelerinde selinexor’un etkisini
degerlendirerek, makrofajlar ve kanser hiicreleri arasindaki etkilesimleri ilk kez ortaya
koymay1 amaglamaktadir. Literatiirde, selinexor’un bu ko-kiiltlir ortaminda makrofajlar
ve kanser hiicreleri lizerindeki etkilerini inceleyen herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamais
olmasi, arastirmanin 6zglnliiglinii giiclendirmektedir. Bununla birlikte, selinexor’un
timor mikrogevresindeki immiinmodiilator etkileri de bu calisma kapsaminda ele
alinacaktir. Selinexor’un kemoterapotik ajanlardan farkli bir etki mekanizmasina sahip
oldugu bilinmekte, ancak tiimor mikrogevresindeki immiin hiicreler iizerindeki etkileri
heniiz tam olarak anlasilamamaktadir. Bu arastirma, selinexor’un meme kanserinde
timor mikrocevresindeki makrofajlar ve metastazla iliskisini ilk kez inceleyerek

literatiire Onemli bir katki saglamayr hedeflemektedir. Elde edilecek bulgular,



selinexor’un klinik kullanim potansiyeli ve tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi i¢in

temel veriler sunacak ve gelecekte yapilacak ¢aligmalara 151k tutacaktir.



2. GENEL BILGI

2.1 Kanser

Kanser, viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiiylip ¢ogalmasi sonucu ortaya
cikan ciddi bir hastaliktir. Normal hiicreler, viicudun ihtiyaglarima gore belirli bir
dongiide boliiniir ve gorevlerini yerine getirir. Ancak, hiicre dongiisiinii diizenleyen
mekanizmalarda meydana gelen bozukluklar, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
¢ogalmasina neden olur. Bu kontrolsiiz biiylime sonucu tiimor adi verilen kitleler olusur.
Tiimérler ikiye ayrilir: benign (iyi huylu) ve malign (kotii huylu). Iyi huylu tiimérler
yavas biiylir ve genellikle ¢evredeki dokulara zarar vermez. Ancak maling tiimorler
hizla blyiliylip yayilir, ¢evre dokulara ve organlara zarar verebilir. Maling tiimdrler,
bulunduklart dokudan ayrilarak kan ve lenf sistemi araciligiyla viicudun diger
bolgelerine yayilabilir. Bu siirece metastaz denir ve yeni bir bolgede tiimor olusumuna
yol acar. Kanser, koken aldig: hiicre tipine gore farkl tiirlere ayrilir. Karsinomlar epitel
hiicrelerden kaynaklanir ve en yaygin kanser tiiriidiir. Sarkomlar ise kemik, kas ve bag
dokusu gibi destekleyici dokulardan gelisir. Lenfomalar ve 16semiler kan ve bagisiklik
sistemi hiicrelerini etkiler. Kanserin tedavisi, tiimoriin tipi, yayilimi ve hastanin genel
saglik durumuna gore degisir ve genellikle cerrahi, kemoterapi, radyoterapi gibi

yontemleri igerir (1).

2.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokusunda yer alan hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonu sonucu
gelisen ve malign tiimor olusumuna yol agan heterojen bir hastaliktir. Erken evrede
lokalize olarak ortaya c¢ikan bu tiimorler, zamanla ¢evre dokulara invaze olabilir ve
sistemik dolasima katilarak uzak organlara metastaz yapabilir. Bu siire¢, hastaligin
klinik seyrini ciddi Ol¢lide kotiilestirmekte ve tedaviye yaniti azaltmaktadir. Meme
kanseri, genellikle siit kanallar1 (duktal) veya siit lireten lobiillerde (lobiiler) baglar.
Erken evre timdrler yasami tehdit edici nitelikte olmayabilir ve uygun tani
yontemleriyle saptanarak tedavi edilebilir. Ancak invaziv Ozellik kazanan kanser
hiicreleri, dnce komsu meme dokusuna, ardindan aksiller lenf diiglimleri basta olmak
tizere lenfatik sistem ve dolagim aracilifiyla uzak organlara yayilabilir. Metastatik

yayilim, hastaligin en Oliimciil formunu olusturmaktadir. Meme kanserinin tedavi



stratejileri; tiimdriin biyolojik alt tipine, yayilim derecesine, hastanin yasi, genel saglik
durumu ve genetik 6zelliklerine gore bireysellestirilerek planlanmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2022 yili verilerine gore, diinya genelinde yaklasik 2,3 milyon kadma
meme kanseri teshisi konmus ve hastaliga bagh olarak 670.000 6liim bildirilmistir.
Meme kanseri, ergenlik sonrasi her yas grubundaki kadinlarda goriilebilmekle birlikte,
yasla birlikte insidansi artan bir hastalik olarak dikkat ¢ekmektedir (2). Meme kanseri,
histoloji, hiicresel koken, mutasyonlar, metastatik potansiyel, hastaligin ilerlemesi,
terapotik yanit ve klinik sonug¢ agisindan karmasik ve heterojen bir hastaliktir. Meme
kanseri siniflandirmasinin hastanin prognozu iizerinde dikkate deger bir etkisi vardir.
Uclii negatif meme kanseri (TNBC) tanimui klinik olarak mevcut immiinohistokimyasal
(IHC) boyama yontemlerine gore Ostrojen reseptorii (ER) negatif, progesteron reseptorii
(PR) negatif ve HER2 negatif olan meme kanseri alt tiplerini tanimlamak icin
kullanilmaktadir (3). TNBC, hem 6strojen reseptorii (ER) hem de progesteron reseptorii
(PR) ekspresyonunun eksikligi ve insan epidermal biiyiime faktorii 2 (HER2) yukari
regiilasyonunun olmamasi ile karakterize olabilen agresif bir meme kanseri alt tipidir
(4). TNBC, kemoterapi direnci ve uzak niiks oranit en yiiksek olan meme kanseri
tiriidiir. Tip alanindaki gelismeler ve hastalara hizli tan1 konulmasi nedeniyle meme
kanseri mortalitesinde Onemli bir azalma yasanmistir. Meme kanseri hastalar1 igin
radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi miidahale gibi baz1 tedavi secenekleri olsa da
hastaligin karmasik mekanizmasindan dolayr hala tam anlamiyla etkili tedavi
yontemleri belirlenememistir (5). Diinya ¢apinda TNBC artista olup toplam meme
kanserlerinin yaklasik %20'sin1 ve diger alt tiirlere kiyasla orantisiz bir sekilde

Oliimlerin %83"inii olusturmaktadir (6).

2.1.2. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri gelisme riski, bireyler arasinda degiskenlik gosterebilen c¢ok sayida
faktoriin etkilesimine baglidir. Bu risk faktorleri arasinda menars (ilk adet) yasi, aile
Oyktusii ve postmenopozal donemde uygulanan hormon replasman tedavisi gibi
hormonal ve genetik etmenler 6nemli rol oynamaktadir (6). Yapilan calismalar, erken
yasta menarsa giren ve ge¢ yasta menopoza giren kadinlarin, tireme donemi boyunca
daha uzun siire endojen Ostrojen hormonuna maruz kalmalar1 nedeniyle meme kanseri
gelisme riskinin arttigini ortaya koymustur. Buna karsilik, ge¢ puberteye giren ve erken
menopoza ulasan kadinlarda bu maruziyet siiresi daha kisa oldugundan, relatif olarak

meme kanseri gelisme riski daha diisiiktiir. Ostrojenin meme dokusu iizerindeki
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proliferatif etkileri, bu iliskiyi biyolojik olarak agiklayan temel mekanizma olarak
degerlendirilmektedir (7). Ayrica, menopoza girdikten sonra uzun siireli Ostrojen

tedavisi de riski artirabilir (8).

2.1.3 Meme kanseri hiicre hatlar

Meme kanserini arastirmak ve ¢éziim bulmak i¢in bir¢ok calisma yapilmaktadir. Hiicre
kiiltiirti calismalar1 kanser arastirmalari i¢in siklikla tercih edilen Oncii ¢alismalardir.
Kanser hiicre hatlarinin siirekli ¢ogalma yetenegi vardir ve bu o6zellikleri nedeniyle
kanser aragtirmalar1 gliniimiizde ¢ok yaygindir. Laboratuvar ortaminda bu hiicre hatlari
tizerinde bircok ilag modeli denenmis ve kanser tedavisinde yeni ilaglar ile
mekanizmalar lizerine ¢alismalar halen devam etmektedir (9). Meme kanseri ile ilgili
calismalarda yaygin olarak kullanilan hiicre hatlarinin sayist oldukca smirhdir.
Literatiirde en sik tercih edilen hatlar MCF-7, T47D ve MDA-MB-231 olup, bu hiicre
hatlari meme kanseriyle iligkili in vitro calismalarin tgte ikisinden fazlasinda
kullanilmaktadir (10). Insan meme kanseriyle ilgili in-vitro ¢alismalarda en ok
kullanilan ve adherent 6zelligi olan MDA-MB-231 meme kanseri; 1973 yilinda M.D
Anderson kanser merkezinde bir hastadan alinmistir (11). HER2, PR ve ER
ekspresyonundan yoksun olan TNBC hiicre hatti, yiiksek derecede invaziv ve agresif bir
fenotipe sahipti. TNBC, klinikte sinirli hedefe yonelik tedavi segenegi sunmasi
nedeniyle prognozu kotii olan bir alt tip olarak one ¢ikmaktadir. Bu nedenle, triple
negatif meme kanserinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, etkili
tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu baglamda,
TNBC hiicre hatlariyla gergeklestirilen in vitro deneysel ¢aligmalar, hastaligin biyolojik
ozelliklerini daha iyi anlamak ve potansiyel terapotik hedefleri belirlemek acisindan

kritik bir rol oynamaktadir (12),(13).

2.2 Meme Kanseri ve Metaztaz

Insan meme kanseri hastalarinin %20-30'unun, tani ve birincil tiimor tedavisinin
ardindan metastaz ile gelistirebilecegi ve kanserle iligkili 6liimiin ortalama %90"nin
metastaza bagli oldugu rapor edilmistir (14). Meme kanseri molekiiler olarak heterojen
bir hastaliktir ve bu durum metastazin farkli organlara yayilmasina neden olur (Sekil 1).
Genellikle akciger, karaciger, kemikler gibi organlara metastaz yapar. Metastazin yeri,
kanserin alt tipine gore degisir ve bu durum tedaviyi zorlastirir. Bu nedenle, tedavi i¢in

tiimoriin molekiiler profili 6nemlidir (15).
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Sekil 1. Meme kanseri metastazlarinin en yaygin yerlerini géstermektedir (16).

TME, TNBC'nin baglatilmas1 ve ilerlemesi i¢in ¢ok 6nemlidir. TME'de proliferasyon,
anjiyogenezin uyarilmasi, apoptozun inhibe edilmesi, bagisiklik sisteminin baskilanmasi
ve bagisiklik gozetiminden kaginma gibi faktorleri icermektedir (17). TME, TNBC
ayirt edici bir 6zelligi olarak tanimlanabilir. TME, oldukca karmasik ve heterojen bir
yapiya sahiptir (18). Kanser hiicrelerinin hizli ¢ogalmasi, hipoksiye yol agar ve bu
durum, TME'deki kanser hiicrelerinin yeniden programlanmasina neden olur. Timor
hiicreleri ile c¢evresindeki TME, siklikla yeni uygun ortama uyum saglayarak timor
¢ogalmasini ve biiyiimesini destekler. TME, kanser hiicrelerinin bulundugu ve ¢evredeki

endotel hiicreleri, bagisiklik hiicreleri ve fibroblastlarla etkilesime girdigi bir nis
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olusturur (19). Bu da TNBC igin potansiyel hedefler sunabilir. Kanser hiicreleri ile
stromal ve bagisiklik hiicreleri arasindaki karsilikli iletisim, TME'nin hiicresel
bilesenlerinde degisikliklere neden olarak kanser hiicrelerinin metastaza yatkin hale
gelmesine yol acar (20). Bunun yani sira, TME, epitel hiicrelerinin TNBC kok
hiicrelerine dontlisiimiinii kolaylastirir (6). TME'deki bu hiicreler arasindaki etkilesimler,
kanserin biiyiimesi, invazyonu, anjiyogenezi ve metastazini destekleyen cesitli biyolojik

siirecleri tetikler (21).

2.3 Tiimor Mikrogevresi (TME)

Kanser dokusunda, tiimér mikrogevresini (TME) olusturan ve kanser hiicrelerinin
bliylimesi ve ilerlemesinde yakindan rol oynayan ¢ok sayida bagisiklik hiicresi,
fibroblast ve epitel hiicresi bulunur (22). Kanser hiicreleri, monositleri/makrofajlar
TME'ye ¢ekmek icin monosit kemotaktik faktorleri (esas olarak CCL2) salgilar. M1
makrofajlari, IFN-y ve LPS gibi sinyallerle aktive olan, yiiksek antijen sunma
kapasitesine sahip, IL-12 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler iireten ve timor
mikrocevresinde genellikle anti-tiimoral fonksiyon iistlenen makrofaj alt tipidir (23).
Bircok durumda, makrofajlar M1 tipi belirtegleri ifade eder ve diger bagisiklik
hiicreleriyle anti-kanser etkiler uygular, ancak TME'de alisilmadik bir durumdadirlar
(24). Bu makrofajlara TAM adi verilir ve anjiyojenik ve immiinosiipresif faktorler
salgilarlar ve doku yikimi ve yeniden sekillenmesi yoluyla tiimdr biiylimesini,
invazyonu ve metastazi tesvik ederler (24),(25). TAM'lar kan monositlerinden olusur ve
tiimor veya stromal hiicreler tarafindan salgilanan faktorler tarafindan tiimor bolgesine
cekilir. Genel olarak, makrofajlar morfolojik olarak M1 ve M2 makrofaj olarak
tanimlanabilir. TAM'larin M2 fenotipine dogru egilimli oldugu ancak hem M1 hem de
M2'nin unsurlarini igerdigi sdylenmektedir (26). Bu sebepten dolay1, tiimor tedavisi i¢in
ideal yontem, M2 fenotipini ve TAM'lar1 M1 anti-tliim6r makrofajlarina doniistiirmektir.
Meme kanseri hiicreleri makrofajlart M2 farklilagmasina dogru yonlendiren faktorler
salgilar ve bu etki TNBC hiicre tipi MDA-MB-231 hiicreleri i¢in en belirgini olandir
(27),(28). M2'ye dogru polarizasyon esas olarak IL-4 ve IL-10 sitokinleri, doniisen
biliylime faktori-p (TGF-B) gibi anti-inflamatuar sitokinler tarafindan etkilenir (29).
Diger alt tiplerle karsilastirildiginda, TNBC'ler daha fazla G-CSF salgilar ve boylece
M1 hiicrelerini anti-inflamatuar bir fenotipe (M2) dogru kaydirarak tiimor bilylimesini

tesvik eder (30),(31)
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Sekil 2. Tiimor mikrogevresindeki farkli hiicre tipleri arasindaki iletigim (32)

2.3.2. TME'nin tiimor karsit1 bagisikhik gelisimindeki rolii

Anti-tiimor bagisikliginin uyarilmasi, TME'nin terapdtik kullanimi i¢in yakin zamanda
tanimlanan yollardan biridir, ¢iinkii bagisiklik hiicrelerinde ¢ok iyi bir ¢esitlilik gosterir
(33),(34). Timor ilerlemesini engelleyebilir veya destekleyebilirler, bu da TME icindeki
sinyallere baglidir. Ornegin, tiimér hiicrelerini ¢evreleyen ortam inflamatuar molekiiller
acisindan zenginse, bagisiklik sistemi kanser hiicrelerini tanimada ve ortadan
kaldirmada basarisiz olur (35). Ancak, diizenli olarak TME'ye sizan lenfoid B hiicreleri
ve diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler), sitokinleri serbest birakarak ve tiimdr ilerlemesini
destekleyerek immiinosupresyona sebep olurlar (36). Timorler, immiin diizenleme ve
immiinosupresif TME olusturma yoluyla bagisiklik dagitimini gerceklestirir. Ayrica,
genetik veya epigenetik degisiklikler nedeniyle tiimdrle iligkili antijenlerin yukar1 dogru
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diizenlemenmeleri, bagisiklik kontrol noktasi proteinlerinin diizensiz olmasi ve
bagisiklik sisteminin inhibisyonuna neden olur (37),(38). Bu nedenle, anti-timor
bagisikliginin hedefleri, immiinoterapiler ve diger hedefli terapilerin kombinasyonunda
etkili kullanim ig¢in uyarlanabilir. TME, farkhi tiirde ila¢ direng¢ mekanizmalarinin
kurulmasinda 6nemli bir rol oynar. Meme kanseri hiicrelerinin ilaglara verdigi yanit,
biiyiik dlciide TME'den sinyaller ¢ekilerek kontrol edilir. Kemoterapi, TME'nin fenotipi

degistirmesini ve ilaglara direng gelistirmesini saglar (39).

2.4. Makrofajlar

Saglikli bir organizmada dogustan gelen bagisiklik sistemi, hem dis hem de i¢ tehlike
sinyallerine kars1 ilk savunma hattin1 olusturarak, doku biitiinliigiiniin bozulmas1 ve
yeniden insast siireclerini kapsayan koruyucu bir inflamatuar yanit baglatir.

Inflamatuar yanitin ilk asamasi, patojenlerin ortadan kaldirilmasimi ve hasarl hiicrelerin
elimine edilmesini amaglar. Bu evreyi, 6lii veya 6lmekte olan hiicrelerin, hasarli hiicre
dis1 matriks bilesenlerinin ve hiicresel kalintilarin temizlendigi ve ardindan dokunun
yeniden onarildigi iyilesme asamasi izler. Aslinda, ¢ok hiicreli organizmalarda bir
dokunun nihai amaci, zararli tehditlere karsi savunma olustururken doku morfolojisini
ve fonksiyonunu koruyarak homeostazisin siirdiiriilmesini saglamaktir. (40). Bu bakis
acisina gore, muhtemelen inflamasyonun doku hasarina ve hemeostatik dengesizligine
kars1 adapte bir cevap olarak evrimlestigi varsayilmaktadir (41),(42). Makrofajlar,
dogustan gelen bagisiklik sisteminin Onemli {yeleri arasinda yer alan miyeloid
hiicrelerdir (43). Bu hiicreler, monosit adi verilen Onciillerden gelisir ve dokulara
ulastiklarinda ¢evresel faktorlerin etkisiyle farklilasir (44). Insan viicudundaki hemen
hemen tiim dokularda bulunmalari hem anatomik hem de islevsel agidan ¢esitlilik
gostermelerine neden olur (45). Makrofajlarin temel gorevleri arasinda, patojenlerin ve
yabanci partikiillerin yutulmasini saglayan fagositoz, dis kaynakli antijenlerin bagisiklik
sistemi tarafindan taninmasini miimkiin kilan antijen sunumu ve bagisiklik yanitlarini
diizenleyen sitokin ve biiyiime faktorlerinin salgilanmasi yer alir. Antijen sunumu,
adaptif bagisikligin aktive edilmesinde kilit bir rol oynar. Bu siiregte makrofajlar,
fagosite ettikleri antijenleri sindirir ve major histokompatibilite kompleksi sif II
(MHC 1I) tizerinden sunar. T yardimei hiicreleri, MHC 1I tarafindan sunulan bu
antijenleri T hiicre reseptorleri (TCR) araciligiyla tanir, bu da bagisiklik yanitim
giiclendirir(46). Makrofajlar, patojenleri etkili bir sekilde yok ederek inflamatuar

coziilmesini destekler. Ayrica, nétrofiller gibi 6lii konak hiicrelerini temizleyerek
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dokulardaki inflamasyonun uzun siire devam etmesini 6nler (47). Bu hiicrelerin eksik
oldugu durumlarda, notrofillerin birikimi ve uzun siiren inflamasyon gézlemlendi(48).
Makrofajlar, yalnmizca bagisiklik yanitlarinda degil, ayn1 zamanda normal doku
diizeninin saglanmasinda da gorev alir. Hasarli bolgelerde, anjiyogenez ve yeni
dokularin olusumunu destekleyen siireclere onciilik eder (45, 49). Apoptotik
hiicrelerdeki fosfatidilserini taniyarak bu hiicrelerin fagositozunu gercgeklestirir.
Fosfatidilserin, normalde hiicre zarinin i¢ yiizeyinde bulunurken apoptozis sirasinda
hiicre yiizeyinde yer alir (50). Makrofajlar ayrica farkli mekanizmalar araciligiyla
anjiyogenezi diizenler. Makrofajlar vaskiiler endotel hiicrelerini tanimlayabilir ve
hayatta kalmak i¢in perisitlerden kars1 sinyaller almazlarsa apoptoza girmeleri talimatini
verebilir. Makrofajlarin normal damar olgunlagsmasinda, yara iyilesmesinde ve
gelisimde islevsel anjiyogenezi ve bir¢ok kanser tiirlinde ve kronik inflamatuar
durumlarda islevsel olmayan anjiyogenezi yonlendirdigigdsterilmistir  (51).
Makrofajlarin kesfedildikten sonra, makrofajlarin uzun zamandir yalnizca bir tiirde var
oldugu diisiiniiliiyordu; ancak son arastirma bulgulari, makrofajlarin birden fazla alt tiirii
oldugu one siiriilmektedir (52). 2000'li yillardan bugiine kadar, M1 makrofajlarinin pro-
inflamatuar, M2 makrofajlarinin ise dogast geregi anti-inflamatuar olduguna
inanilmaktadir (53, 54). Makrofajlarin bircok fenotipi, hiicre kiiltiirii deneylerinde in
vitro 6zelliklerine gore karakterize edilmistir. Oncelikle, M1 ve M2 aktive edilmis
makrofajlarin, farkli ylizey reseptor ekspresyonu, salgi profilleri ve islevlerine gore ayirt
edilir (55, 56). Makrofaj polarizasyonu, bir makrofajin belirli bir zamandaki aktivasyon
durumunu ifade eder, ancak makrofajlarin esnekligi nedeniyle polarizasyon durumlari
sabit degildir ve diger hiicrelerden, dokulardan ve patojenlerden gelen birden fazla
sinyalin entegrasyonuna bagl olarak degistirilebilir (57). M1 makrofajlar1 en klasik
olarak bilinen makrofajlardir ve lipopolisakkarit (LPS) ve interferon (IFN)-y tarafindan
indiiklenir ve tiimor nekroz faktori (TNF-a), interlokin (IL-) ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinler salgiladigi bilinmektedir (54). Bu salgilar bakteri, viriis ve
kotii huylu tlimor hiicreleri gibi enfeksiyoz organizmalar1 dldiirme yetenegine sahiptir.
Olmiis ve parcalanmis hiicreler makrofajlar tarafindan fagositoz yoluyla alinir (58, 59).
Makrofajlar tarafindan alinan yabanci maddeler vezikiiller olarak lizozomlarla birlesir
ve lizozomlarda bulunan hidrolitik enzimlerin etkisiyle parcalanir (58). Bu nedenle, M1
makrofajlarinin enfeksiyon savunmasi ve kanser karsiti etkiler yoluyla insan viicudunda
homeostazin korunmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (60). M2 makrofajlart ise

doku onarimi ve bagisiklikta iyi bir etkide rol oynar (52). M2 makrofajlari, sinyal
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doniistiiriiciisii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) 6'nin aktivasyonu yoluyla IL-13 ve
IL-4 gibi sitokinler ile indiiklenir (61). M2 makrofajlari, inflamasyon yanitin1 bastirmak
icin IL-10, arginaz (ARG) ve TGF-f salgilar. M2 makrofajlar1 ayrica hem hiicre
dokiintiilerini temizleyerek ve hem yara iyilesmesini hem de anjiyogenezi indiikleyerek
etki eden giiclii fagositlerdir (54). Bu nedenle, M2 makrofajlar1 organlar1 ve yumusak
dokular1 korumada ve bagisiklik dengesini diizenlemede rol oynar. Bununla birlikte,
malignite ¢alismalarinda, genellikle M2 fenotipine sahip olan timor iliskili
makrofajlarin (TAM'lar) timor ilerlemesini tesvik ettigi bilinmektedir ve bu nedenle,
M2 makrofajlarina olumsuz bir yon vardir (24, 59). Makrofajlar, tliimér mikrogevresinde
en bol bulunan immiin hiicrelerden biri olup, mikrogevresel sinyallere bagli olarak farkli
fenotiplere polarize olurlar. M1 makrofajlari, interferon-y (IFN-y), lipopolisakkarit
(LPS) ve tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a) gibi uyaricilarla aktive olarak proinflamatuar
ve anti-tiimoral Ozellik kazanir. Bu hiicreler, IL-12, 1L-23 ve TNF-o gibi sitokinler
iretir, nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) sentezleyerek tiimor
hiicrelerinde DNA hasar1 ve apoptoz olusturur; ayrica MHC sinif II ve kostimiilator
molekiiller araciligiyla T hiicrelerini aktive ederek antitlimoral immiin yaniti1 destekler.
Buna karsilik, M2 makrofajlar1 IL-4, IL-10, IL-13 ve TGF-f ile aktive olur ve anti-
inflamatuar, pro-tiimoral bir fenotip gosterir. M2 fenotipi, VEGF, MMP-9 ve Arginaz-1
gibi faktorlerin salinimi ile anjiyogenez, doku yeniden sekillenmesi ve timor
invazyonunu tesvik eder; aym1 zamanda T hiicreleri ve NK hiicrelerinin aktivitesini
baskilayarak timoriin immiin kacgisina katki saglar. Tiimor ilerledik¢e mikrogevredeki
sinyaller M1’den M2’ye gecisi tesvik eder ve bu durum genellikle kotii prognoz ile
iligkilidir. Sonug¢ olarak, M1 ve M2 makrofajlarinin dengesi, timor progresyonu,

metastaz ve terapotik yanit agisindan kritik bir belirleyicidir (62).
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Sekil 3. M1 ve M2 makrofajlar1 arasindaki farkli stumuluslar, yiizey belirtecleri, salgilanan sitokinler ve
biyolojik iglevler 6zetlenmistir (62).

2.5. Epitelyal Mezenkimal Degisim (EMD)

Epitel-mezenkimal Degisim (EMD), hiicrelerin epitel 6zelliklerini  kaybedip
mezenkimal Ozellikler kazandig1 hiicresel bir siiregtir. EMD, tiimor baslangici, timor
kok hiicreligi, timor hiicre gocii, kana intravazasyon, metastaz ve tedaviye direng¢ dahil
olmak iizere ¢esitli tiimor fonksiyonlar ile iliskilendirilmistir (31, 63). Hiicreler epitel
durumdayken, kararli baglantilar sergiler ve apikal-bazal polariteyi ve bazal membranla
aktif etkilesimleri siirdiiriirler (63). Epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere doniistimii
ise hiicrelerin fenotipik degisiklikler gegirmesini saglar (64). EMD sirasinda epitel
hiicreleri, hiicreler aras1 yapisma azalma, apikal-bazal polaritenin kaybi, hareketlilik ve
invaziv kapasitesinin artmasi, apoptoza karsi gelismis diren¢ ve hiicre dis1 matris
(ECM) artis1 ve tiretimi gibi 6zelliklerle daha agik(gevsek) bir sekilde organize olmus
mezenkimal veya fibroblast benzeri bir fenotip alir (65). EMD hem embriyonik gelisim
sirasinda hem de yetiskinlerde ¢esitli patolojik durumlar igin kritik bir siirectir. Bu
biyolojik mekanizma, farkli baglamlarda belirli islevlere sahip {i¢ ayr1 tipe
ayrilmaktadir. Tip 1 EMD, gastrulasyon, noral krest olusumu ve kalp gelisimi gibi
embriyonik silireglere destek saglar (66). Tip 2 EMD ise yara iyilesmesi, doku
yenilenmesi ve organ fibrozu gibi durumlarla iliskilendirilir (67). Tip 3 EMD, kanserin
ilerlemesiyle dogrudan baglantilidir ve epitel kokenli kanser hiicrelerinin invazyon ve

metastaz yapmasinda onemli bir rol oynar (68). EMD siireci geri doniisiim saglanabilir
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ve hiicreler mezenkimal epitelyal gecis (MET) yoluyla tekrardan epitelyal hiicre
durumuna doniisebilir. Mezenkimalden epitelyal durumlara bu gecis, kanser
hiicrelerinin metastatik yayilmasinda onemli bir rol oynuyor gibi goriinmektedir (69,
70), EMD, kanser hiicrelerinde metastatik siirecin en kritik asamalarindan biri olarak
kabul edilmektedir. EMD, hiicrelerin epitelyal 6zelliklerini kaybederek mezenkimal
fenotipe gecmesiyle karakterizedir ve bu silireg, hiicrelerin hareket kabiliyeti
kazanmasina, invazivliklerinin artmasina ve uzak organlara yayilimina olanak saglar.
EMD siirecinin degerlendirilmesinde epitelyal ve mezenkimal belirteclerin ekspresyon
diizeyleri 6nemli rol oynamaktadir. Bu baglamda, epitelyal markerlardan E-kaderin’in
ekspresyonunda azalma, buna karsilik mezenkimal belirteglerden N-kaderin ve vimentin
dizeylerinde artis gozlemlenmesi, hiicrenin EMD siirecine girdiginin 6nemli bir
gostergesidir. Kanser hiicrelerinde EMD’nin engellenmesi ya da tersine ¢evrilerek MED
saglanmasi, metastazin dnlenmesinde etkili bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Bu
nedenle EMD, antimetastatik ilag gelistirme c¢alismalarinda ©Onemli bir hedef
mekanizma olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu EMD tiirlerinin daha iyi anlasilmasi, farkli
biyolojik siireclerdeki rollerini ve islevlerini daha ayrintili bir sekilde ortaya koyabilir.
Bu derinlemesine bilgi, Ozellikle kanser gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde etkili

terapotik yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in tedavide ilerleme saglamak i¢in dnemlidir.
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Sekil 4. EMD ve MED sematik olarak gosterimi (71).

EMD gegiren tiimor hiicreleri, uzak bolgelere yayilmalarini ve metastaz yapmalarini
saglayan artan hareketlilik ve invazivlik ile karakterize edilir. Bu tiimor hiicreleri
apoptoza ve antitimor ilaglara direngli hale gelir, dolayisiyla immiinosiipresyona
katkida bulunurlar ve kanser kok hiicreleri gibi davranirlar (72, 73). EMD ile ilgili
timor hiicrelerinin bir diger 6zelligi de sinirli cogalma potansiyelidir (72, 74). Bununla
birlikte, ters siirecin, MET tesvik edilmesi, tiimor hiicrelerinin epitel 6zelliklerini
yeniden kazanmasini ve ekilen metastatik hiicrelerin ¢ogalmasina ve biiylimesine yol
acan bir sekilde islev gormesini saglar (74). Bu baglamda, TAM’lara bagli olumsuz
etkileri onlemeye yonelik bir strateji, TAM’lar tarafindan asir1 ekspresyon gosteren
molekiillere kars1 0Ozellestirilmis bagisiklik yanitlar1  gelistirmek olabilir (75).
Giliniimiizde, M2 TAM' lar ile tiimor hiicreleri arasindaki hiicreler arasi iletisimin, timor
hiicrelerinin EMD' sini indiiklemede ve EMD aracili metastazi desteklemede 6nemli bir
rol oynadigi ileri siirtilmiistiir (76). Bundan dolay1, bu makrofajlar1 ¢eken ve islevlerini

diizenleyen tiimor mikrocevresinin yeniden sekillendirilmesine destek bulunabilir.
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TAM'lerle iliskili EMD’yi kontrol etmenin bir diger yolu ise, EMD'yi hedef alarak

metastazin baskilanmasina katkida bulunan bilesiklerle saglanabilir.

2.6. Niikleer Eksport

Niikleer eksport, dkaryotik hiicrelerde proteinler ve RNA gibi molekiillerin ¢ekirdekten
sitoplazmaya taginma stirecidir. Cekirdek, dis ortamdan ayiran ve niikleer zarf adi
verilen ¢ift katmanl bir zarla cevrilidir. Cift katmanli zarin periniikleer boslugunu
cevreleyen dis yapragi graniillii endoplazmik retikulumun liimeni ile devamlilik arz
ederken, i¢ yaprak bazi 0zel niikleer zarf transmembran proteinlerini icerir. Bu zar,
molekiillerin ¢ekirdek ile sitoplazma arasindaki gegisini kontrol eder. Niikleer eksport,
tasima islemi sirasinda belirli tasima proteinlerine ve sinyal dizilerine ihtiya¢ duyan
karmagik bir siirectir. Bu siirecin temel yapisi, niikleer zarfi saran ve molekiillerin
gecisini denetleyen niikleer por kompleksi (NPK) adi verilen bir protein kompleksidir.
NPK, bu tasima isleminin denetlenmesinde kritik bir rol oynar (77). Niikleositoplazmik
tasinim, hiicresel isleyisin siirekliligi agisindan kritik bir siire¢ olup, niikleer por
kompleksi (NPK) araciligiyla gergeklestirilir. Sitoplazmada veya cekirdekte bulunan
cesitli makromolekiiller, NPK'ye gomiilii 6zel yapilar olan niikleoporin proteinleri
tarafindan siki sekilde denetlenen secici bir gecgirgenlik sistemi ile tasmir. Bu secici
taginim, hem niikleer giris (import) hem de c¢ikis (eksport) yollarini igerir ve hiicre
dongiisii, gen ekspresyonu ve sinyal iletimi gibi temel biyolojik siireglerin
diizenlenmesinde belirleyici rol oynar. Bu tasima sisteminde oOzellikle Exportin-1
(XPO1) ya da diger adiyla CRM1, c¢ekirdekten sitoplazmaya protein ihracinda gorev
alan bagslica eksport reseptorlerinden biridir. XPO1, niikleer lokalizasyon sinyali (NLS)
tasiyan proteinleri tantyan ve RanGTP ile birlikte bir kompleks olusturarak bu kargolar:
sitoplazmaya tagtyan kritik bir adaptordiir. XPO1 aracili taginim, tiimor baskilayict
proteinlerin (6rnegin p53, FOXO, p21) niikleus disina ¢ikarilmasini da igerdiginden,
kanser hiicrelerinde bu mekanizmanin asir1 aktivasyonu hiicre proliferasyonuna katki
saglayabilir. Bu nedenle XPO1, 6zellikle kanser biyolojisinde hedefe yonelik tedaviler

icin 6nemli bir molekiiler hedef olarak degerlendirilmektedir (78).
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Sekil 5. XPOl1, kargo proteinlerini ¢ekirdekten sitoplazmaya tasimasini saglayan niikleer eksport

proteinin sematik goriintiisii (79).

2.7. Selinexor

Selinexor, tiimor baskilayici proteinlerin ve onkoprotein mRNA'larin niikleustan digari
¢ikmasint inhibe ederek kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin durdurulmasina ve
apoptoza yol acan yeni bir XPOl(niikleer export protein) inhibitdriidiir (80). XPOI,
timor  baskilayict  proteinler, glukokortikoid reseptorleri, bagisiklik  tepkisi
diizenleyicileri ve onkojenik mRNA'lar dahil olmak iizere mRNA'larin ve kargo
proteinlerinin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmasinit kolaylagtirir (81). Artan XPOl1
ekspresyonunun, ¢ok sayida kat1 ve hematolojik malignitede kotii prognozla baglantili
oldugu goriilmiistiir ve bu nedenle XPOI1 inhibisyonu, kanser tedavisi i¢in umut verici
bir hedef olarak takip edilmektedir. Selinexor (KPT-330), XPO1'i inhibe ettigi gosterilen
oral bir ajandir ve su anda hematolojik ve kati malignitelerin tedavisi i¢in klinik
calismalarda olup umut verici sonuglar vermektedir (82),(84). Selinexor (eski adiyla
KPT-330), multipl miyelomu tedavi etmek i¢in 2020 yilinda FDA onayini almistir (85).
Selinexor su anda multipl miyelomu tedavi etmek icin kullanilan bir ila¢ olmasina
ragmen, etkileyici preklinik caligmalar selinexor'un sarkom, mide, mesane, prostat,
meme, yumurtalik, cilt, akciger ve beyin kanserleri dahil hematolojik ve hematolojik

olmayan malignitelerin tedavisinde etkinligini ortaya koymaktadir (81). Selinexor,
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XPO1'in islevini bloke ederek, ¢ekirdek icinde spesifik proteinlerin birikmesine neden
olarak proteinlerin normal hiicresel taginmasini bozar. Bu yolla taginan ¢esitli timor
baskilayici proteinlerin, 6rnegin p53, p21, BRCA1, adenomatdz polipozis koli (APC),
FOXO ve IkBa'nin, cekirdekten sitoplazmaya tasinimini engeller. Bu proteinlerin
cekirdekte birikmesi, kanser hiicresi biiylimesi ve hayatta kalmasi tizerinde ciddi etkileri
olan bir dizi hiicresel olayi tetikler (86, 87). Selinexor ¢esitli hiicresel yollar etkileyerek
kanser hiicresi Oliimiinii indiiklemeyi ve tiimor biiyiimesini engellemeyi amaglar.
Selinexor'un molekiiler etkileri, belirli kanser tiirlerine ve hiicresel igerige bagl olarak
degisebilir (88, 89). TNBC deneysel modellerinde anti-proliferatif ve anti-timor
etkilerini gosteren c¢alismalara rastlanmistir (80, 89, 90). Selinexor'un XPOl1
ekspresyonu iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla, farkli hormon reseptorlii ve
selinexor'a karst duyarlilik seviyeleri gosteren farkli meme kanseri hiicre hatlari
secilmistir. Bunun sonucunda hiicreler, farkli (0-800 nM ) konsantrasyonlarda selinexor
ile 24-72 saat aras1 boyunca tedavi edildikten sonra analiz edilmis. XPO1 bantlarinin
yogunluklari, ilgili B-aktin bantlarina gore normalize edilerek Olciilmiis. Selinexor
tedavisi, tiim hiicre hatlarinda XPO1 ve survivin seviyelerini diisiirdiigi gézlemlendi
(80). Selinexor’un ozellikle mevcut tedavilerle birlikte g¢esitli meme kanserlerinin

tedavisinde umut vaat edici oldugu kanisina varilmstir.

Sekil 6. Selinexor molekiiler yapisi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deneyde Kullanmilacak Hiicreler
Calismamizda kullanilacak hiicreler MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hatt1 ve Raw

264.7 makrofaj hiicreleri kullanildi.

3.2. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Hiicrelerin yasamlarimi siirdiirebilmeleri ve ¢ogalmalarini saglayacak ortam saglamak
tizere DMEM (HYCLONE) besiyerine %10 fetal sigir serum (FBS) , %1 penisilin-
streptomisin (HYCLONE ) ve %1 L-glutamin (HYCLONE) ilave edilerek besiyerleri

hazirlandi.
3.2.2. Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve pasajlanmasi

Hiicrelerin kiiltlir flaski yiizeyinin yaklasik %80’in1 kaplamasiyla birlikte pasajlama
islemi gerceklestirildi. Ilk olarak, {istte bulunan eski besiyeri uzaklastirilmis ve hiicreler
1x PBS (phosphate buffered saline) ile nazik¢e yikanarak artik besin ve metabolitlerden
arindirildi. Ardindan, hiicrelerin yilizeyden ayrilmasini saglamak amaciyla her bir T75
flaskina 2,5 mL 9%0,25°lik Tripsin-EDTA (HYCLONE) ¢ozeltisi ilave edildi. Flasklar
37°C ve %5 CO: igeren nemli inkiibatorde 5 dakika siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda hiicrelerin yiizer hale geldigi mikroskop altinda kontrol edildi, ardindan
tripsinizasyonu durdurmak i¢in hiicre siispansiyonuna 5 mL taze, %10 FBS iceren
besiyeri eklendi. Siispansiyon, 15 mL’lik steril falcon tiiplere aktarildi ve 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 olusan siipernatant atildi, elde edilen hiicre
pelletleri taze besiyeri ile yeniden silispanse edildi. Homojenize edilen hiicre
stispansiyonu, iki yeni T75 flaskina esit hacimlerde (10 mL besiyeri igeren) olacak
sekilde dagildi. Flasklar mikroskop altinda hiicre yogunlugu agisindan kontrol edildi ve
daha sonra 37 °C, %5 CO: iceren inkiibatore yerlestirilerek hiicrelerin adezyonu ve

proliferasyonu i¢in uygun ortam saglanda.
3.2.3. Hiicre sayim

Tripsinizasyon islemi ile siispansiyon haline getirilen hiicreler, sayim islemine

gecilmeden Once homojenize edildi. Hiicre silispansiyonundaki toplam hiicre
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yogunlugunu belirlemek amaciyla, canli ve 6li hiicrelerin ayirt edilmesini saglayan
Trypan Mavisi (HYCLONE) yontemi kullanildi. Bu yontem dogrultusunda, hiicre
siispansiyonundan 40 pL alinarak esit hacimde (%0.4) Trypan mavisi ile karistirildi ve
karisim Neubauer sayim lamina yliklendi. Lam {izerine Ortii lam1 yerlestirilerek sayim
icin hazirlandi. Trypan mavisi, canli hiicre zarinin selektif gegirgenligi nedeniyle hiicre
icine giremezken; zar1 biitlinliiglinii kaybetmis 6lii hiicrelerin igerisine kolaylikla difiize
olabilir. Bu sayede, boyanmamis hiicreler canli, mavi renkle boyanmis olanlar ise oli
olarak degerlendirildi. Hazirlanan ornek, inverted mikroskop altinda incelenmis ve
sayim dort biiyiik karede (her biri 1 mm?) yapildi. Sayim sonuglar1 kullanilarak oransal
degerlendirme ile siispansiyon igerisinde mililitre basmna diisen toplam hiicre sayisi
hesaplandi. Bu asamada yalnizca canli hiicre sayis1 dikkate alinarak, sonraki kiiltiirleme

ya da deneysel uygulamalar i¢in uygun hiicre yogunlugu belirlendi.

Canl1 hiicre sayis1 = Sayilan hiicre x 2 (diliisyon faktrii) x 10*
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Sekil 7. Hiicre sayimu yapilirken kullanilan, Neubauer lam goriintiisii.

3.2.4 Sitotoksisite analizi

Selinexor (TERGETMOL) MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ve raw 264.7 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerini gormek ve hiicrelerin  %50’sini inhibe eden
konsantrasyon degerini (IC50) belirlemek amaciyla sitotoksisite CCK-8 analizi yapildi.
CCKS8 testi, selinexorun hiicre canliligi iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in
kullanildi. Bu test, hiicre canliligini ve sitotoksisiteyi dlgmedeki yiiksek duyarliligr ve

verimliligi nedeniyle se¢ildi. MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ve raw 264.7 makrofaj
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hiicrelerini logaritmik olarak artan ila¢ konsantrasyonuna maruz biraktiktan sonra her
bir kuyucuktaki optik yogunlugu (OD) 450 nm'de o6lgiildii. Hiicreler 96 kuyulu bir
plakaya ekildi ve selinexor’a (0, 20, 40, 80, 160, 240 uM) maruz birakildi. lag igeren
ortam 24 saat inkiibatorde bekletildi. 48 saatlik inkiibasyonun ardindan her kuyuya 10
ul CCKS8 soliisyonu eklendi ve 37 °C'de 1-4 saat inkiibe edildi. OD okumasini
engelledigi i¢in kuyulara kabarcik girmemesine dikkat edildi. Plakayr okumadan once,
homojen renk dagilimima bakildi. Goreceli inhibisyon oranini hesaplamak ig¢in 450
nm'deki OD degeri oOlgiildii. Mikroplaka okuyucu kullanarak 450 nm'de absorbansta

o6l¢iildii. Hiicre canlilik yiizdesi asagidaki formiil ile hesaplandi.

Canlilik (%) = ((Ornek — Bos) / (Kontrol — Bos)) x 100

3.2.5 Yara modeli

Hiicreler MDA-MB-231 hiicre hattinda, selinexor’un hiicre gogii lizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla yara iyilesme modeli kullanildi. Hiicreler, 24 kuyulu plakalara
her kuyuya yaklagik 2 x 10* hiicre gelecek sekilde ekildi ve %100 konfluens saglayana
kadar inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler, steril 200 pL’lik pipet ucu ile her bir kuyunun
ortasindan tek ¢izgi halinde cizilerek hiicresiz bir alan (yara) olusturuldu. Ardindan her
kuyu 1 kez PBS ile yikanarak hiicre dokiintiileri uzaklastirildi. Kurdugumuz deney
gruplarina, DMSO ile ¢oziilmiis selinexor ilag ¢6zeltisi eklendi. Deney gruplari; kontrol
(serumlu besiyeri), IC50 degeri olan 51.90 uM selinexor olacak sekilde diizenlendi.
Daha sonra serumlu DMEM ortamu ile birlikte toplam 500 puM olacak sekilde ortam
eklendi. Sifirinci saat (t=0) gortintiileri, faz-kontrast mikroskop kullanilarak kayit altina
alindi. Hiicreler, 37 °C ve %5 CO: igeren inkiibatérde 0, 24 ve 48 saat siireyle inkiibe
edildi. Ayn1 bolgeler tekrar goriintiilenme saglandi. Scratch alanlari, ImageJ yazilimi ve
“Wound Healing Tool” eklentisi kullanilarak 6l¢iildii; yara alanindaki kapanma oranlari
% ((Ao—Ay) / Ao) x 100 formdilii ile hesaplandi.

Ao = Yaranin baglangigtaki (sifirinci saat) agik alani

A = Belirli bir siirede (6rnegin 24. saat) kalan yara agiklik alani

3.2.6 Koloni olusturma deneyi

Koloni olusturma deneyi kanserli hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerinin etkilenip

etkilenmediginin tespiti i¢in yapilan bir deneydir. 6’lik well plate’lere her grup i¢in

1000 hiicre ekildi besiyeri eklenerek inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda ertesi
23



giin taze besiyeri ile degisim yapildiktan sonra deney grubuna MDA-MB 231 hiicre
hatlarinin deney gruplarina belirlenen dozda selinexor uygulamasi yapilan hiicreler
hiicreler 14 giin inkiibe edildi. Daha sonra PBS ile yikanarak %0,4 PFA ile 10 dakika
fikse edildi. Daha sobra 2-3 defa distile su ile yikandi. Boyama yapmak icin, %0,1’lik
crystal violet sollisyonu hazirlandi. Bunun i¢in, 0,05 gr crystal violet hassas terazi ile
tartilarak 2,5 mL etil alkol (%100°lik) eklendi. 17,5 mL distile su ile karigtirilarak
hazirlandi. Her kuyucuga 2 mL boya koyulduktan sonra 5 dk bekletildi ve 2 defa distile
su ile yikandi. Boyanan hiicrelerin koloni olusturma potansiyelleri pixel 6lgiimleri

karsilastirilarak Image J (Colony Count J) yazilimi ile degerlendirildi.

3.2.7 Makrofaj polarizasyonu

Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinin M1 ve M2 polarize makrofajlara dontlistimiinii
indiiklemek i¢in hiicreler 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk basma 2,5x10° hiicre ekildi.
Ekimden 1 giin sonra hiicrelerin besiyeri ¢ekilip M1 indiikdiyonu i¢in LPS (200 ng/ml)
ve IFN-y (50ng/ml) 2,5 mL besiyeri ile icerisinde hazirlanip makrofaj hiicresine verildi.
M2 indiiksiyonu i¢in ise IL-10 (20 ng/ml) 2,5 mL besiyeri igerisinde hazirlanip
hiicrelere verildi. Hiicreler iki giin boyunca 37°C ve %5 CO2 igeren ortam sartlarinda
kiiltiirlendi. Daha sonra polarizasyonun basarili olup olmadigini teyit etmek amaci ile
M1 ve M2 makrofajlar i¢in yiizey belirteci olan CD-64 (ELABSCIENCE) ve CD-164
(ELABSCIENCE) RT-qPCR ile degerlendirildi.

3.4 RT-qPCR Yontemi ile Makrofaj Polarizasyonun Belirlenmesi

RNA izolasyonu i¢in Inkiibasyon sonrasinda ii¢ tekrarli olacak sekilde MO, M1 ve M2
hiicreleri hiicre kaziyici islemiyle toplandi ve her bir 6rnek igin 1x10° olacak sekilde
sayildiktan sonra, sogutmali santrifiijde 1000 rpm +4 1°C’de 5 dk santrifiijlendi.
Ardindan 2 defa 1 ml PBS ile yikanarak tiim siipernatant uzaklastirildi. MO, M1 ve M2
ornekler RNA izolasyonu i¢in hiicre peletinin lizerine 1 mL lysis buffer eklendi ve
pipetaj yapildi. Daha sonra ependorfa alindi. 5 dk oda 1sisinda inkiibasyon edildikten
sonra 12.000 g’de +4 °C’de 10 dk santrifiij edildi. Daha sonra silipernatant ayri
ependorfa alindiktan sonra 200 pL kloroform eklendi ve pipetaj yapildi 2 dk oda
1sisinda bekletildikten sonra 12.000 g’de +4 °C’de 15 dk santrifiij edildi. Daha sonra {ist
faz alinip ayn tlipe konuldu ayni miktarda binding buffer eklendi ve vorteks yapildiktan
sonra kitin i¢inde bulunan spin columna alindi ve 11.000 g’de +4 °C’de 10 sn santrifiij

edildi. Tek 6rnek i¢in 45 pL ii¢ 6rnek i¢in 135 L. DNASE 1 buffer, tek 6rnek i¢in 5 pL.
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lic 6rnek icin 15 pL DNASE 1 ependorta mix hazirlandi. Orneklerin iizerine (M0, M1
ve M2) 50 puL mix eklendi ve 15 dk boyunca oda isisinda bekletildi. Daha sonra
oreneklerin tlizerine 500 uLL wash 1 buffer eklendikten sonra 11.000 g’de 30 sn santrifiij
edildikten sonra tiipiin altinda kalan sivi bosaltildi ve her bir 6rnege 500 puL. wash 2
buffer eklenip 14.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Bu islen iki kere yapildi. Yeni
hazirlanan ependorf tiiplerine spin columlar alind1 ve ve oreneklerin iizerine 100 pL
olacak sekilde elution buffer eklenip 11.000 g’de 2 dk santrifiij edildi ve RNA hazir hale
geldi. RNA miktarin1 analiz etmek i¢in Thermo scientific multiskan skyhig cihazi
kullanildi.

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi i¢in her bir 6rnek i¢in 1 pug RNA almip, lretici
firmanin protokoliine uygun olarak Solis BioDyne SOLIScript® RT ¢cDNA Synthesis
Kit (Solis BioDyne, Estonya) kullanilarak gerc¢eklestirildi. Her bir reaksiyon igin 20
uLl’lik toplam hacimde karisim hazirlandi. Reaksiyon karigimi; 0.1-1 pg arasinda
degisen toplam RNA, 10x RT Reaction Buffer, oligo(dT) primer, dNTP karigimi,
SOLIScript Reverse Transcriptase enzimi ve lizerine niiclease free water eklenecek
sekilde mix hazirlandi. RNA ornekleri, ters transkripsiyon oncesinde 25 °C’de 10
dakika inkiibe edilerek ikincil yapilarin ¢oziilmesi saglandi ve ardindan hizla buz
tizerine alind1. Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in Rotor-Gene Q cihazina aktarildi ve
25 °C’de 10 dakika, 50 °C’de 5 dakika siireyle yiiriitiildii ve ardindan enzimin
inaktivasyonu icin 85 °C’de 5 dakika en sonda +4 °C’de inkiibe edildi. Elde edilen
cDNA o6rnekleri, RT-qPCR kullanilmak {izere +4 °C’de bekletildi.

Calisma kapsaminda ii¢ deney grubuna ait (M0, M1 ve M2) mRNA gen ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla, ters transkripsiyon ile sentezlenen cDNA ornekleri
GAPDH geni referans gen olarak kullanildi. RT-qPCR’da kullanilacak gen
ekspresyonlar1 i¢in kullanilacak reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlar: tablo 1’de
verildi. Amplifikasyon reaksiyonlari, liretici firmanin Onerilerine uygun olarak qPCR

cthazinda dongii kosullar1 altinda tablo 2’de verildigi gibi gerceklestirildi.
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Tablo 1. RT-qPCR reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Hacim

Bilesenleri
SYBR Green Reaksiyon | 4 pl
Karisimi
Forward Primer (10 uM) | 0.5 pl
Reverse Primer (10 uM) | 0.5 ul
cDNA 2l
ddH20 13 ul
Total 20 pl

Tablo 2. RT-qPCR dongii asamalari

Bilesenler Derece | Zaman Dongii
Enzim aktivasyonu | 95 °C 10 dakika | 1
Denaturation 95°C 10 saniye
Yapisma 60-65 °C | 20 saniye | 40
Uzama 72 °C’ 20 saniye
Melt curve analysis | 60-95 °C | various 1

3.5 Ko-Kiiltiir

Raw 264.7 hiicrelerinin M1 ve M2 makrofajlara polarizasyonu saglandiktan sonra,
MDA-MB-231 hiicreleri ile ko-kiiltiir deneylerine gegildi. Iki farkli hiicre tipinin ayni
ortamda ancak dogrudan temas olmadan birlikte yasamasini saglayan, alt ve {ist
odaciklar1 0.4 pm capinda gozeneklere sahip por6z membranla ayrilmis 6zel tasarlanmis
24 kuyucuklu ko-kiiltiir plakalari (transwell sistem) kullanildi. Oncelikle, Raw 264.7
fenotipindeki makrofajlar 24 saat siireyle inkiibasyona alindi. Bu siirenin ardindan: M1
makrofaj polarizasyonu i¢in hiicreler %10 FBS igeren farklilasma besiyeri (DMEM)
icerisinde 20 ng/mL IFN-y ve 20 ng/mL LPS ilavesiyle 24 saat inkiibe edildi. M2
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makrofaj polarizasyonu i¢in ise ayni baslangi¢ kosullarindaki MO hiicreleri, %10 FBS
iceren farklilasma besiyeri igerisinde 20 ng/mL IL-10 ilavesiyle 48 saat inkiibasyona
birakildi. Polarizasyon islemleri tamamlandiktan sonra, M1 ve M2’ye farklilasmis
hiicrelerinden her bir iist odaciga 3x10% hiicre eklenerek ko-kiiltiir sistemleri hazirlandu.
Makrofajlarmn ko-kiiltiire alinmasindan 1 giin &nce, alt odaciklara 5x10* MDA-MB-231
hiicresi ekilerek 24 saat boyunca adezyonlarinin saglanmasi beklendi. Ardindan, iist ve
alt odaciklar birlestirilerek ko-kiiltiir ortami1 olusturulmus ve %1 FBS, %1 L-glutamin
ve %1 penicillin/streptomycin iceren DMEM ortaminda inkiibasyona alindi. Ko-kiiltiir
modelinin olusturulmasinin ardindan, sitotoksik etkisi daha 6nce belirlenmis olan
Selinexor’un ICso konsantrasyonlar1 (51,90 uM) hem ko-kiiltiir plakalarinin alt
odaciklarindaki MDA-MB-231 hiicrelerine hem de tek basina kiiltiire edilen MDA-MB-
231 hiicrelerine uygulandi. ila¢ uygulamasindan sonra hiicreler 48 saat inkiibe edildi.

Bu siirenin sonunda 3.6’da anlatildig gibi ICC i¢in deneye basland1 (Sekil 8).

Raw 264.7

S IL10
MDA LPS+ 48
IFN-y

48 saat

MDA MDA+SLX MO M1 M2

+ Ko kiiltiir

\ ) 48 saat

| 1] e | [ || — 1] e ||

MDA+M0 ADA+MI MDA+M2  MDA+MO+SLX MDA+MI+SLX MDA+M2+SLX

Sekil 8. Raw 264.7 makrofaj hiicrelerinden M1 ve M2 makrofaj polarizasyonu ve MDA ko-kiiltiir

yonteminin sematik olarak gosterilmesi

27



3.6. immﬁnositokimyasal (ICC) Boyama

Indirekt immunositokimyasal (ICC) boyama igin 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaginin
her bir kuyucuguna 5x104 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Hiicreler, 37°C ve
%35 CO: igeren inkiibasyon kosullarinda 24 saat boyunca inkiibe edildi (ESCO, CCL-
170B-8). Inkiibasyon siiresinin sonunda besiyerleri uzaklastirilarak hiicrelere fiksasyon
icin %0,4’liik paraformaldehit (PFA) (ELABSCIENCE) uygulandi ve bu islem 10
dakika siirdii. Fiksasyonun ardindan, hiicreler ii¢ kez PBS soliisyonu ile yikandi. Daha
sonra %3’liik hidrojen peroksit (H20:) ¢ozeltisi hiicrelere 10 dakika siireyle uygulandi
ve ardindan tekrar ii¢ kez PBS ile yikama gerceklestirildi. Permeabilizasyon islemi i¢in
%0,1’lik TritonX soliisyonu hazirlandi ve hiicrelere 15 dakika siireyle uygulandi. Bu
islem tamamlandiktan sonra hiicreler ii¢ kez daha PBS ile yikandi. Bloklama islemi i¢in
bloklama soliisyonu hiicrelere eklendi ve 10 dakika boyunca inkiibasyon
gergeklestirildi. Bloklama sollisyonunun uzaklagtirllmasinin  ardindan  yikama
yapilmadan, primer antikorlar hiicrelere eklendi. Kullanilan primer antikorlar vimentin
(Affinity Biosciences), E-kaderin (Affinity Biosciences) ve N-kaderin (Affinity
Biosciences) olarak belirlendi. Primer antikorlarla hazirlanan hiicreler +37°C’de 1 saat
boyunca inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler ii¢ kez PBS ile yikandiktan sonra ticari kitin
biotinli sekonder antikor soliisyonu 10 dakika siireyle uygulandi ve ardindan tekrar {i¢
kez PBS ile yikama islemi gergeklestirildi. Devaminda, kit igerisinde bulunan
streptavidin peroksidaz eklenerek hiicreler oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe
edildi. Bu asama tamamlandiktan sonra yine {i¢ kez PBS ile yikama yapildi.
Immiinoreaktiviteyi ~ gozlemek amaciyla hiicreler ~Diaminobenzidin  (DAB)
(ELABSCIENCE) ile bir dakika siireyle boyandi. DAB boyamasinin ardindan,
hiicrelere 5 dk boyunca Hematoksilen uygulandi ve distile su ile yikama islemi yapildi.
Lamlar, kontrol ve deney gruplarina uygun sekilde isimlendirildi ve hiicre plakalarindan
c¢ikarildiktan sonra mounting medium ile kaplandi. Hazirlanan lamlar, kamera entegreli

151k mikroskobu kullanilarak fotograflandi.
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4. BULGULAR

4.1 Selinexor’un MDA-MB-231 Hiicre Canlhihg Uzerine Etkisi

MDA-MB-231 hiicreleri, selinexor’un farkli konsantrasyonlar1 (20, 40, 80, 160, 240
nM) ii¢ tekrarli olacak sekilde hiicre hattina uygulandi ve 48 saat siireyle muamele
edildi. Hiicre canlilik oranlar1 CCK-8 testi ile degerlendirildi, elde edilen verilere gore
doz arttikga canliligin azaldigi gozlemlendi. Hiicre canlilik verileri dogrultusunda
yapilan non-lineer regresyon analizine gore, Selinexor’un MDA-MB-231 hiicre hattina
%50’sini inhibe eden konsatrasyon degeri ICso degeri 51,90 uM Graphpad Prism 10.6.1
analiz programi kullanilarak hesapland1 (Sekil 9).

IC5):51,90+3,6
80-

% hiicre inhibisyonu

Konsantraston(JUM)

Sekil 9. MDA-MB-231 hiicre hatt1 Selinexor’un IC50 grafigi

4.2. Raw 264.7 hiicrelerinin M1ve M2 Makrofajlara Polarizasyonu

RAW 264.7 hiicrelerinin polarizasyonu sonrasinda, hiicre morfolojilerinde fenotipe
ozgu farkliliklar gézlendi. MO fenotipindeki hiicreler genellikle yuvarlak veya hafif oval
sekilli olup, kiiltiir yiizeyine homojen olarak dagilmis ve kompakt bir morfoloji
sergilendi (Resim 1A). IFN-y (20 ng/mL) ve LPS (20 ng/mL) uygulamasiyla Ml
makrofajlarda dentrik yapilar goriilmektedir (Resim 1B). IL-10 (20 ng/mL) uygulamasi
ile elde edilen M2 makrofajlar ise M1 makrofajlarina kiyasla uzamis morfolojiler
sergilemisti. M2 makrofajlarda belirgin fibroblastik morfoloji benzeri yapilar

gozlemlenmekte (Resim 1C). Elde edilen bu morfolojik bulgular, RAW 264.7
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hiicrelerinin fenotipik olarak basarili bir sekilde M1 ve M2 makrofaj alt tiplerine

polarize edildigini gostermektedir.

Resim 1. MO makrofajlarinin , LPS ve IFN y sitokinleriyle M1 ve IL-10 sitokinleriyle M2 polarizasyon
gergeklestirilen makrofajlarin kiiltiir siirecindeki morfolojik degisikliklere ait goriintiileri: (A) MO

makrofaj, B) M1 makrofaj, C) M2 makrofaj, dlcek ¢gubugu: 50 um.

4.3. Koloni olusturma deneyi bulgulari

MDA-MB-231 hiicrelerinde Selinexor’un uzun dénemli proliferasyon lizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla koloni olusum analizi gergeklestirildi. Kontrol grubunda
hiicrelerin yogun sekilde koloni olusturdugu gozlendi (Resim 2A). Selinexor
uygulamasi sonrasinda ise koloni sayisi ve biiyiikliigiinde belirgin bir azalma izlenmistir

(Resim 2B).

Resim 2. MDA (A) ve MDA-MB-231+SLX (B)

Doz yanit analizine gore, Selinexor’un MDA-MB-231 hiicrelerinde ICso degeri 51.90
uM olarak belirlenti. Bu konsantrasyonda hiicrelerin koloni olusturma yeteneginin

anlamli bi¢imde azaldigi tespit edildi. Elde edilen bulgular, Selinexor’'un MDA-MB-231
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hiicre hattinda koloni olusturma kapasiteyi inhibe ederek hiicrelerin uzun siireli gogalma

potansiyelini azalttigin1 gostermektedir.

Koloni alanlar1 ImageJ yazilimi kullanilarak kantitatif olarak analiz edilmistir. Yapilan
Ol¢iimler, MDA+SLX deney uygulamasinin MDA grubuna kiyasla koloni alaninda
anlamli bir azalmaya yol agtigin1 gosterdi (Resim 2B). Aynt zamanda MDA-+SLX
grubuyla MDA kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli azalma bulundu (Sekil 14).
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MDA MDA+SLX

Sekil 10. MDA ve MDA+SLX istatiksel sonuglar

4.4. Selinexor inhibitor maddesinin MDA-MB-231 kanser hiicresinde in vitro yara
kapanma potansiyeli

Selinexor inhibitor maddesinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri iizerindeki
invazif ozelliklerinin ve migrasyonuna etkisinin incelenmesi amaciyla in vitro yara
kapanma deneyi yapilmistir. Selinexor’un, olusturulan suni yaralar lizerindeki etkisini
gorebilmek amaciyla belirli saatler araligindaki (0,24,48 saat) mikroskop goriintiileri
(Resim 3) incelenmistir ve yara modeli Image J programi kullanilarak hesaplama

yapilmistir.
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Kontrol

Selinexor

(.saat

24. saat

Resim 3. MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan Selinexor inhibitoriin olusturulan yara modelin zamana

bagli kapanma etkisini gdsteren mikroskop goriintiileri (6l¢ek: 100 pm)
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Olusturulan yara modellerinde 24 saat sonra MDA kontrol grubundaki yara modelinin
MDA+ SLX ile kiyaslandiginda %70,34 seviyesinde kapandigi goézlemlenirken,
Selinexorun uygulandigt MDA kanser hiicresinde ise %50,14 seviye kapanma
gbzlemlendi. Kontrol grubunun 48.saatinde yara kapanmasi1 %100 seviyesine ulasirken,
Selinexor uygulanan grupta ise %70,41 seviyesinde kapanma gozlemlendi. Sonug
olarak, Selinexor inhibitoriin MDA-MB-231 hiicrelerinin invazif ve migrasyonunu ciddi
anlamda baskiladig1 gozlemlendi (Resim 3). Bu bulgular MDA grubuyla MDA+SLX

grubu kiyaslandiginda, istatiksel olarak yara kapanmada anlamli azalma bulundu (Sekil

15).
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Sekil 11. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin kontrol ve MDA-MB-231+Selinexor

uygulanmasinin ardindan,migrasyon yiizdelerine ait sonuglar

4.5. M0 Makrofajin M1/M2 Polarizasyonun RT-qPCR ile Degerlendirilmesi

MO, M1 ve M2 makrofajlarin farklilasmasini teyit etmek amaciyla bazi genlerin mRNA
ekspresyon diizeylerini ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) yontemi
ile belirlendi. MO makrofajlarin LPS ve IFN-y etkisiyle M1 fenotipe ve IL-10 etkisi ile
M2 fenotipe indiiklenmesi spesifik ylizey belirteglerinin ekspresyonlarinin RT-qPCR ile
incelenmesiyle kanitlandi. Bu amacla makrofajlar i¢in spesifik olarak M1 i¢in CD64 ve

M2 i¢in CD163 analiz edilip sonucu dogrulandi (Sekil 10).
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Sekil 12. LPS ve IFN- v ile indiiklenmis makrofajlarin M1 ( CD64) ve IL-10 ile indiiklenmis
makrofajlarm M2 (163) i¢in gen ekspresyon grafigi.

MO makrofajlarin M1 fenotipine polarizasyonu i¢in LPS ve IFN-y ile, M2 fenotipine
polarizasyonu i¢in ise IL-10 ile uyarim yapildi. M1 fenotipi CD64, M2 fenotipi ise
CD163 belirtegleri ile dogrulanmustir. 48 saatlik inkiibasyondan sonra M0, M1 ve M2
makrofajlarin gen ekspresyonu incelendi. M1 fenotipine 0zgii belirte¢ analizlerinde
yapilan testte, M1 grubunda CD64 ekspresyonunun anlamli sekilde yiikseldigini
gosterildi (MO vs. M1, p = 0.03). Buna karsilik MO ile M2 arasinda anlamli bir fark
tespit edildi (MO vs. M2, p > 0.99), ancak M1 ile M2 arasinda belirgin bir farklilik
bulunmaktadir (M1 vs. M2, p = 0.002). Bu sonuglar, CD64’{in M1 makrofaj fenotipine
O0zgii proinflamatuvar bir belirtec oldugunu ve MI1 polarizasyonu ile birlikte
ekspresyonunun arttigin1 gosterildi. Buna karsilik, M2 kosullarinda CD64 ekspresyonu
kontrol grubu (MO) ile benzer diizeyde kalmistir (Sekil 10. A). M2 belirteci olan CD163
geninin ekspresyon diizeyr M2 grubunda anlamli bi¢imde artmis (MO ve M2, p =
0.001). MO ile M1 gruplar arasinda anlamh bir fark gozlemlendi (MO ve. M1, p =
0.76), ancak M1 ile M2 gruplar1 arasindaki fark sinirda anlamli bulundu (M1 ve M2, p
= 0.05). Bu sonuglar, CD163’iin M2 makrofaj fenotipine 6zgii bir anti-inflamatuar
belirte¢ oldugunu ve M2 polarizasyonunun basariyla gergeklestigini géstermektedir. Bu
analiz sonucunda elde edilen veriler M2 grubunda CD163 geninin anlaml artisiyla
birlikte anti-inflamatuar fenotipin baskin hale geldigini, M1 grubunda ise bu yanitin

sinirli oldugunu gostermektedir (Sekil 10. B).
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4.6. Ko-Kiiltiir Modelinde EMD Belirteclerinin ICC Yontemiyle Degerlendirilmesi

4.6.1. Vimentin

MDA-MB-231 hiicreleri ve farkli fenotipteki makrofajlarin olusturdugu ko-kiiltiir
modellerinde  Selinexor  uygulamasinin  ardindan  hiicre = morfolojisi  ve
immiinositokimyasal belirte¢ ekspresyonlarinda anlamli degisiklikler goézlendi. MDA
hiicresinde kontrol grubunda hiicreler tipik epitelyal 6zelliklerini koruyarak poligonal
sekilli, sik yerlesimli ve belirgin hiicre-hiicre baglantilarina sahip bir morfoloji
sergilemistir ve vimentin ekspresyonu belirgindir (Resim 4A).

MDA ve MO makrofajlartyla ko-kiiltiir edilen hiicrelerin morfolojilerinde kismi bir
degisim gozlenmis; hiicreler MDA grubuna gore daha diizenli ve epitelyal benzeri bir
goriinlim sergilemistir. Bu grupta vimentin ekspresyonunun MDA grubuna kiyasla
azaldigr gozlemlenmis olup (Resim 4B), bu azalma istatistiksel olarak da anlaml
bulundu (Sekil 11.A). Bu durum MO makrofajlarinin sinirh diizeyde EMD baskilayici
etki gosterdigini diigiindiirtmektedir.

MDA ve M1 makrofajlar ile olusturulan ko-kiiltiir grubunda hiicrelerin daha epitelyal
morfoloji kazandigi, hiicre sinirlarinin belirginlestigi gozlendi. Bu grupta vimentin
ekspresyonu azaldi (Resim 4C). MDA grubu ile kiyaslandiginda da bu azalis
istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 11.A). M1 fenotipindeki makrofajlarin anti-tiimdral
etkileriyle EMD siirecini gerilettigini diisiindlirmektedir.

MDA ve M2 makrofajlari ile olusturulan ko-kiiltiir grubunda hiicrelerin uzamis, igsi ve
dagmik bir morfoloji sergiledigi gézlendi. Vimentin ekspresyonu bu grupta yiiksek
diizeyde gozlemlendi. Bu bulgu, M2 fenotipli makrofajlarin EMD’yi destekleyici ve
invaziv davranisi artirict roliinii gostermektedir (Resim 4D). MDA grubuna kiyasla
MDA+M2 grubundaki vimentin ekspresyon artig1 istatiksel olarak da anlamli bulundu
(Sekil 11.A).

MDA ve Selinexor uygulamasi sonrasinda hiicrelerin daha kompakt ve diizensiz bir
morfoloji kazandigi, uzantilarin azaldig1 gozlendi ve vimentin ekspresyonunda azalma
saptand1 (Resim 4E). Bu azalma MDA grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml
bulundu (Sekil 11.C). Bu bulgu, Selinexor’'un EMD siirecini baskilayarak hiicrelerin
daha epitelyal fenotipe dontistimiinii destekledigini gostermektedir.

MDA ve MO makrofajlariyla ko-kiiltiir edilen hiicrelerde Selinexor uygulandiginda,
hiicrelerin daha kompakt hale geldigi, uzantilarin belirgin sekilde azaldigi ve hiicre-

hiicre baglantilarinin giiglendigi goriilmiistir. MDA+MO grubuna kiyasla Vimentin

35



boyanma yogunlugunda belirgin bir azalma saptandi (Resim 4F) ve bu azalma istatiksel
olarak anlamli bulundu (Sekil 11.C). Ayn1 zamanda MDA+SLXR grubu ile yapilan
kiyaslamada da vimentin ekspresyonu anlamli olarak azaldi (Sekil 11.B).

MDA ve M1 makrofajlariyla ko-kiiltiir edilen hiicrelerde Selinexor uygulandiginda
hiicrelerin daha diizenli ve yuvarlak yapiya doniistiigii, mezenkimal uzantilarin
kayboldugu ve vimentin ekspresyonun en diisiik seviyeye indigi belirlendi (Resim 4G).
MDA+MI1 grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir azalma
gozlemlenmektedir (Sekil 11.C). MDA+SLXR grubu ile kiyaslandiginda da
MDA+MI+SLXR grubunda vimentin ekspresyonundaki azalma istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Sekil 11.B).

MDA ve M2 makrofajlariyla ko-kiiltiir edilen hiicrelerde Selinexor uygulandiginda ise
hiicrelerin kismen toparlandigi, uzantilarin azaldigi ancak mezenkimal 6zelliklerin
tamamen ortadan kalkmadigi gorilmiistir MDA+M2 grubuna kiyasla Vimentin
boyanma yogunlugu azalmis (Resim 4H) ve bu azalma istatiksel olarak anlamli bulundu
(Sekil 11.C). MDA+SLXR grubu ile yapilan kiyaslamada da vimentin ekspresyonu
anlamli olarak azaldi (Sekil 11.B).

Sonu¢ olarak Selinexor uygulanan ko-kiiltiir gruplarinda (MDA+MO+SLX,
MDA+MI+SLX ve MDA+M2+SLX) vimentin ekspresyonunun selinexor
uygulanmayan gruplara kiyasla anlamli sekilde azaldig1 gozlendi (Sekil 11.C)
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Resim 4. MDA-MB-231 hiicresinin, M0, M1 ve M2 makrofaj hiicrelerinin ve Selinexor ile Ko-kiiltiir
yapilarak ICC ile degerlendirilmesi
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Sekil 13. MDA hiicresinin M0, M1 ve M2 makrofajlariyla ko-kiiltiiriinde vimentin ekspresyonun
kiyaslanmasi (A), MDA ile Makrofaj hiicrelerinin Selinexor uygulanan ko-kiiltiir gruplarinda vimentin
ekspresyonu (B). Selinexor uygulanan ve uygulanmayan ko-kiiltiir gruplarda vimentin ekspresyonun

kiyaslanmasi (C).

38



4.6.2. N-Kaderin

MDA-MB-231 hiicreleri ve farkli fenotipteki makrofajlarin olusturdugu ko-kiiltiir
modellerinde  Selinexor  uygulamasinin  ardindan  hiicre = morfolojisi  ve
immiinositokimyasal belirte¢ ekspresyonlarinda anlamli degisiklikler goézlendi. MDA
hiicrelerinde N-kaderin ekspresyonunun yiiksek oldugu gozlendi (Resim 5A).

MDA ve M0 makrofajlari ile olusturulan ko-kiiltlir grubunda N-kaderin ekspresyonunun
MDA grubuna kiyasla hafif diizeyde azaldig1 gézlemlenmis olup (Resim 5B), bu azalma
istatiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 12. A).

MDA ve M1 makrofajlar ile olusturulan ko-kiiltlir grubunda hiicrelerin daha epitelyal
morfoloji kazandigi, hiicre sinirlarinin belirginlestigi gézlenmistir. Bu grupta N-kaderin
ekspresyonu azalmistir (Resim 5C). MDA grubu ile kiyaslandiginda da bu azalig
istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 12.A). M1 fenotipindeki makrofajlarin anti-tiimdral
etkileriyle EMD siirecini gerilettigini diisiindiirtmektedir.

MDA ve M2 makrofajlar1 ile olusturulan ko-kiiltiir grubunda hiicrelerin igsi
uzantilarin arttig1 ve N-kaderin ekspresyonunun belirgin bi¢cimde yiikseldigi saptandi
ve M2 makrofajlarinin  EMD’yi destekleyici bir mikrocevre olusturdugunu
gostermektedir (Resim 5D). MDA grubuna kiyasla MDA+M2 grubundaki N-kaderin
ekspresyonu artisi istatiksel olarak da anlamli bulundu (Sekil 12.A).

MDA hiicrelerine Selinexor uygulamasi sonrasinda hiicrelerin sayisinin azaldigi ve
diizensiz bir morfoloji kazandig1 gozlendi ayn1 zamanda N-kaderin ekspresyonunda
azalma izlendi (Resim 5E). Bu azalma MDA grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli
bulundu (S$ekil 12.C). Bu bulgu, Selinexor’un EMD siirecini baskilayarak hiicrelerin
epitelyal fenotipe doniisiimiinii destekledigini gostermektedir.

MDA ve MO makrofajlartyla ko-kiiltiir edilen hiicrelerde Selinexor uygulandiginda,
uzantilarin azaldig1 ve hiicre-hiicre baglantilarinin az da olsa gii¢lendigi gortilmustiir.
MDA+MO grubuna kiyasla N-kaderin ekspresyonun azalma saptandi (Resim 5F) ve bu
azalma istatiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 12.C).

MDA ve M1 makrofajlariyla ko-kiiltiire edilen hiicrelerde Selinexor uygulandiginda N-
kaderin ekspresyonunun azaldigi ve hiicrelerin epitelyal fenotipe yoneldigi goriildii
(Resim 5G). MDA+M1 grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak N-kaderin
ekspresyonunda anlamli azalma gozlemlendi (Sekil 12.C). MDA+SLX grubu ile
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kiyaslandiginda da MDA+MI1+SLX grubunda N-kaderin ekspresyonundaki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 12.B).

MDA ve M2 makrofajlariyla ko-kiiltiir edilen hiicrelerde Selinexor uygulandiginda
hiicrelerin kismen toparlandigi, ancak mezenkimal o6zelliklerin tamamen kalkmadigi
goriilmiistii. MDA+M2 grubuna kiyasla N-kaderin boyama yogunlugu artmistir (Resim
5D) ve bu artis diger gruplara kiyasla istatiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 12.B).
MDA+SLX grubu ile yapilan kiyaslamada da N-kaderin ekspresyonu anlamli olarak
azald1 (Sekil 12.C).

Sonu¢ olarak Selinexor uygulanan ko-kiiltiir gruplarinda (MDA+MO+SLX,
MDA+MI+SLX ve MDA+M2+SLX) N-kaderin ekspresyonunun Selinexor
uygulanmayan gruplara kiyasla anlamli sekilde azaldig1 gézlemlendi (Sekil 12.C).
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Resim 5. MDA-MB-231 hiicresinin, M0,M1 ve M2 makrofaj hiicrelerinin ve Selinexor ile Ko-kiiltiir
yapilarak ICC ile degerlendirilmesi
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Sekil 14. MDA hiicresinin M0, M1 ve M2 makrofajlariyla ko-kiiltiiriinde N-kaderin ekspresyonun

kiyaslanmasi (A), MDA ile Makrofaj hiicrelerinin Selinexor uygulanan ko-kiiltiir gruplarinda N-kaderin

ekspresyonu (B). Selinexor uygulanan ve uygulanmayan ko-kiiltiir gruplarda N-kaderin ekspresyonun

kiyaslanmasi (C).
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4.6.3. E-Kaderin

MDA-MB-231 hiicreleri ve farkli fenotipteki makrofajlarin olusturdugu ko-kiiltiir
modellerinde  Selinexor  uygulamasinin  ardindan  hiicre = morfolojisi  ve
immiinositokimyasal belirte¢ ekspresyonlarinda anlamli degisiklikler gozlendi. MDA

hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonunun zayif oldugu gézlendi (Resim 6A).

MDA ve MO makrofajlariyla ko-kiiltiir edilen hiicrelerin MDA gurubuna kiyasla E-
kaderin ekspresyonunun belirli bir diizeyde arttig1 gézlenmis olup (Resim 6B), bu artis
istatistiksel olarak bulunmustur (Sekil 13.A). Bu durum MO makrofajlarinin sinirl

diizeyde EMD uyarici etki gosterdigini diigiindiirtmektedir.

MDA ve M1 makrofajlart ile olusturulan ko-kiiltiir grubunda hiicrelerin daha epitelyal
morfoloji kazandig1 ve E-kaderin ekspresyonunun arttig1 belirlendi (Resim 6C). MDA
grubu ile kiyasla istatiksel olarak E-kaderin ekspresyonunda anlamli bir artis
gbzlemlendi (Sekil 13A). Bu durum M1 fenotipli makrofajlarin EMD siirecini belirli bir

oranda tersine gevirebilecek etkilerinin oldugunu diistindiirmektedir.

MDA ve M2 makrofajlar1 ile olusturulan ko-kiiltiir grubunda hiicrelerin uzamais,
morfoloji gosterdigi ve E-kaderin ekspresyonunun diisiikk seviyede kaldigi tespit
edilmistir. Bu bulgu M2 makrofajlarinin EMD’yi destekledigini gostermektedir (Resim
6D). MDA+M2 grubu ile kiyaslandiginda E-kaderin ekspresyonu artisi istatiksel olarak
da anlamhidir (Sekil 13.A).

MDA hiicrelerine Selinexor uygulamasi sonrasinda hiicrelerin daha kompakt bir
goriinlim kazandig1, hiicre-hiicre baglantilarinin arttigi ve E-kaderin ekspresyonunun
arttig1 saptandi (Resim 6E). Bu artma MDA grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlamli bulundu (Sekil 13.C). Bu artis, Selinexor’un EMD siirecini baskilayarak

epitelyal ozelliklerin yeniden kazanilmasini destekledigini gostermektedir.

MDA ve MO makrofajlariyla ko-kiiltiire edilen hiicrelerde Selinexor uygulandiginda,
hiicrelerin epitelyal 0Ozelleklerini geri kazandigim1 ve E-kaderin ekspresyonunun
MDA+MO grubuna gore az da olsa artig1 tespit edildi (Resim 6F) ancak bu artig
istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 13.C). MDA+SLX grubu ile kiyaslandiginda
da istatistiksel olrak amlamli bir fark gozlenmedi (Sekil 13.B).

MDA ve M1 makrofajlariyla ko-kiiltiire edilen hiicrelerde Selinexor uygulandiginda

hiicrelerin E-kaderin ekspresyonunun belirgin artis gosterdigi, hiicrelerin epitelyal
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ozelliklerini geri kazandig1 gozlendi (Resim 6G). MDA+M1 grubuyla kiyaslandiginda
MDA+M1+SLX grubunda E-kadherin ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli artis
gozlemlendi (Sekil 13.C). Aym1 zamanda MDA+SLX grubuyla kiyaslandiginda
MDA+MI1+SLX grubunda E kaderin ekspresyonundaki artma istatiksel olarak anlamli
bulundu (Sekil 13.B).

MDA ve M2 makrofajlariyla ko-kiiltiire edilen hiicrelerde Selinexor uygulandiginda
MDA+M2 grubuna gore E-kaderin artis1 gozlemlendi (Resim 6H) ve bu artis istatiksel
olarak anlamli bulundu (Sekill3 C). MDA+SLX grubu ile kiyaslandiginda ise
MDA+M2+SLX grubunda E-kaderin ekspresyonundaki bir miktar artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (Sekil 13.B).

Sonu¢ olarak selinexor wuygulanan ko-kiiltir gruplarinda (MDA+MO+SLX,
MDA+MI1+SLX ve MDA+M2+SLX) E-kaderin ekspresyonun selinexor uygulanmayan
gruplara kiyasla arttig1 gozenmistir (Sekil 13.C).
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Resim 6. MDA-MB-231 hiicresinin, M0,M1 ve M2 makrofaj hiicrelerinin ve Selinexor ile Ko-kiiltiir
yapilarak ICC ile degerlendirilmesi
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Sekil 15. MDA hiicresinin M0, M1 ve M2 makrofajlartyla ko-kiiltiiriinde E-kaderin ekspresyonun

kiyaslanmasi (A), MDA ile Makrofaj hiicrelerinin Selinexor uygulanan ko-kiiltiir gruplarinda E-kaderin

ekspresyonu (B). Selinexor uygulanan ve uygulanmayan ko-kiiltiir gruplarda E-kaderin ekspresyonun

kiyaslanmasi (C).
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda, XPO1’in secgici inhibitorii Selinexor’un, M1 ve M2 makrofajlarla
olusturulan ko-kiiltiir sisteminde TNBC meme kanseri hiicreleri lizerindeki etkileri
arastirildi. TNBC, meme kanserlerinin %15-20’sini olusturur ve hormon reseptorleri ile
HER?2 ifadesi bulunmadigindan hedefe yonelik tedavi segenekleri sinirlhidir; bu durum
hastalarda kotli prognoza yol agmaktadir (1). MDA-MB-231 hiicre hatti, TNBC’nin en
yaygin kullanilan in vitro modellerinden biridir. Bu hiicreler yiiksek invazyon ve
metastaz potansiyeline sahip olup, kemoterapiye direngli bir fenotip gosterir (90).
Ayrica, hiicre i¢i sinyal yolaklarinin (6r. NF-xB, PI3K/Akt, MAPK) asir1 aktivasyonu ve
timor baskilayici1 genlerin fonksiyonel kaybi, tedaviye yanitin diistikliigi ile iligkilidir
(91). Bu nedenle, bu hiicre hatt1 iizerinde yapilan ¢alismalar, yeni hedef molekiillerin
belirlenmesi ve diren¢ mekanizmalarinin anlagilmasi acgisindan bliylik 6nem
tasimaktadir.

TNBC’de metastatik siirecin temel mekanizmalarindan biri EMD’dir. EMD sirasinda E-
kaderin ekspresyonu azalirken, N-kaderin ve vimentin diizeyleri artar; bu degisiklik
hiicrelerin hareketliligini, invazyon kapasitesini ve metastatik potansiyelini artirir
(92),(93). Timor mikrocevresinde yer alan makrofajlar, bu siirecin diizenlenmesinde
kritik rol oynar. Fenotiplerine bagli olarak M1 ve M2 alt gruplarina ayrilan makrofajlar,
farkli islevsel oOzellikler gosteri. M1 makrofajlart pro-inflamatuvar sitokinler
salgilayarak tiimor baskilayicr etkiler sergilerken, M2 makrofajlar1 anti-inflamatuvar ve
protiimoral sinyallerle tiimor progresyonunu destekler (94). Literatiirde, M2
makrofajlarinin tiimor hiicrelerinde EMD’yi tetikleyerek invazyon ve metastatik
potansiyeli artirdigi, M1 makrofajlarinin 1se tiimor baskilayic1 etkiler gosterdigi
bildirildi (95). Calismamizda, MDA hiicrelerinin M1 ve M2 makrofajlarla ko-kiiltiirii
sonucunda vimentin ve N-kaderin diizeylerinde artis gozlenmis ve hiicreler daha invaziv
fenotipteyken E-kaderin diizeyi azaldi, buna karsin M1 makrofajlarda E-kaderin diizeyi
artarken vimentin ve N-kaderin diizeyi azalma gosterdi. Dolayisiyla, makrofaj
polarizasyonunun modiilasyonu, TNBC’nin invazyonel ve metastatik potansiyelini

hedef alan terapdtik stratejiler igin kritik bir eksen olarak degerlendirilebilir.

Selinexor, XPO1 inhibitorii olarak tiimor baskilayict proteinlerin (6r. p53, FOXO, IkB)

cekirdekten sitoplazmaya tasinmasini engeller ve bu proteinlerin ¢ekirdek i¢inde kalarak
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hiicre dongiisiinii durdurur ve apoptozu indiikler (80). Selinexor’un MDA hiicrelerinde
hiicresel morfoloji ve protein ekspresyonu iizerindeki etkileri incelenmistir. XPOI,
bircok tiimor baskilayici ve hiicre dongiisti diizenleyici proteinin niikleer exportundan
sorumludur (96). Kanser hiicrelerinde XPO1’in asir1 ekspresyonu, bu proteinlerin
sitoplazmaya tasinmasina ve fonksiyonlarinin kaybina yol agarak apoptozun
engellenmesine ve proliferasyonun artmasma katki saglar (97). Cesitli klinik ve
preklinik ¢alismalarda, Selinexor’un hem hematolojik malignitelerde hem de solid
tiimorlerde antitiimor etkiler gosterdigi bildirildi (98). Bu c¢alismada da, Selinexor
uygulamasi sonucunda MDA hiicrelerinde hiicre yogunlugunda azalma, sitoplazmik
biiziilme, uzanti kayb1 ve hiicreler aras1 baglanti kayb1 gibi morfolojik degisiklikler
gozlendi. Arango ve arkadaslar1 (80), MDA hiicre hattinda selinexor i¢in ICso degerini
44 nM olarak bildirmistir; Ancak diger bazi calismalarda daha yiiksek veya diisiik
degerler rapor edilmistir. 2014 yilinda yapilan baska bir calismada ise Cheng ve
arkadaglar1 MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in Selinexor’un ICso degerini MTT yontemini
kullanarak 0.051 uM olarak bulundu (99). Bununla birlikte, Kashyap ve arkadaslar1 (89)
bu degeri 6.5 pM gibi oldukca yiiksek bir diizeyde raporlamistir. Bizim yaptigimiz
calismada, MDA hiicre hattina uygulanan selinexor tedavisinin 48. saatteki sitotoksik
etkileri degerlendirilmis ve ICso degeri 51.90 uM olarak bulunmustur. Selinexor’un ICso
degeri literatiirdeki caligmalarla benzer olup bazi calismalarla farkli sonug¢ vermistir. Bu
farkliliklar, hiicre kiiltlirii kosullarina, hiicre pasaj sayisi farkliliklarima gore, ilacin
hazirlanma sekline, kullanilan sitotoksisite analiz yontemlerine (6rnegin MTT, CCK-8
veya XxCELLigence gibi) ve inkiibasyon siirelerine bagli olarak degiskenlik gosterebilir.
Yara kapanma ve koloni olusum analizleri, Selinexor’'un MDA hiicrelerinde
proliferasyonu ve hiicre hareketliligini anlamli diizeyde baskiladigin1 gosterdi. Bu
sonug, Selinexor’un hiicre cogalmasi ve tiimor progresyonu iizerindeki inhibitor etkisini
destekleyen Onceki bulgularla uyumludur. Selinexor’'un TNBC hiicrelerinde
proliferasyonu ve tiimor biiylimesini azalttigini, apoptoz yolunu aktive ettigi
bilinmektedir. Diger yandan, Selinexor’un MDA hiicrelerinde koloni olusum kapasitesi
ve gb¢ potansiyelinin azalmasi, hiicre iskeleti yeniden yapilanmasi ve EMD siireclerinin
baskilanmasiyla iliskili bulundu (100). Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde yara
kapanmada Selinexor’lu (MDA+SLX) grubunun MDA grubuna kiyasla proliferasyon
ve migrasyonun anlamli diizeyde azaltigi belirlendi. Koloni olusum analizinde
MDA+SLX grubunun MDA grubuna kiyasla daha az koloni olusumunu ve klonal

biiyiimeyi azaltarak tiimdr hiicrelerinin yenilenme kapasitesini sinirladigi belirlendi.
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Selinexor tedavisi, MO, M1 ve M2 makrofajlarla olusturulan ko-kiiltiir sistemlerinde
EMD belirteclerini azaldigi gozlemlendi. Bu bulgu, ilacin yalnizca timor hiicresi igi
sinyalleri degil, ayn1 zamanda tiimoér mikrogevresinden gelen pro-tiimoral uyarilar1 da
baskiladigini diisiindiirmektedir. Literatiirde benzer ¢alisma dogal flavonoidlerden olan
Baicalein’in TAM polarizasyonunu degistirerek EMD’yi baskiladigr (101), benzer
sekilde bagka bir ¢alismada Selinexor’un XPO1 inhibisyonu araciligiyla Snail, Slug ve
Twist gibi EMD ile iliskili transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini sinirladigr bildirildi
(102),(103). Calismamizda da, M2 makrofaj varliginda vimentin ve N-kaderin artis1 ile
E-kaderin azalmasi gozlemlendi, bu durum Selinexor uygulamasi sonrasi tersine
dondiigii gozlemlendi. M1 makrofaj varhiginda ise vimentin ve N-kaderin
ekspresyonunda azalma E-kaderin ekspresyonunda ise artma goézlemlendi. Selinexor
uygulamasi sonrasinda ise bu durum daha da desteklendi. Bu sonug, Selinexor’un
makrofaj kaynakli EMD indiiksiyonunu baskiladigin1 gostermektedir ve ko-kiiltiir
sistemi, tiimor hiicrelerinin immiin mikrogevre ile gerceke¢i bir sekilde etkilesim
kurmasini saglandi. Buldugumuz bulgular, Selinexor’un immiin baskilayic1 ortamda
etkili olabilecegini ve makrofaj kaynakli tiimor destekleyici sinyalleri bloke
edebilecegini diisiindiirmektedir. Selinexor’un, XPO1 inhibisyon yoluyla ve tiimor
mikrogevresi araciligiyla dolayli yoldan TNBC’nin invazyonel ve metastatik etkilerini
baskiladig1 bu ¢alismayla desteklendi.

Sonu¢ olarak makrofajlar aracilifiyla olusturulan ko-kiiltir modelleri tiimor
mikrogevresinin TNBC hiicre davraniglar1 tizerindeki etkilerini incelemek acgisindan
kritik 6neme sahiptir. Bu ¢alisma TNBC’de M1 ve M2 makrofajlarin EMD {izerindeki
karsit etkilerini ve Selinexor’un bu siireci nasil diizenleyebildigini ortaya koyarak
literatiire 6zglin bir katki sunmaktadir. Bulgular, Selinexor’un yalnizca hiicre
proliferasyonunu degil, ayn1 zamanda mikrogevre kaynakli EMD siireclerini de hedef
alabilecegini ve TNBC tedavisinde immiin modiilator ajanlar veya farkh
kemoterdpatiklerle kombinasyonlarinin  gelistirilmesine temel olusturabilecegini

gostermektedir.
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