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Kok hucreler kanser hiicrelerinin mikrogevresindeki sitokin yanitlarini etkiler:
Meme kanseri ve dental pulpa kok hiicreleri arasindaki etkilegim

Stem cells affect cytokine responses in the microenvironment of tumor cells:
Interaction between breast cancer and dental pulp stem cells

Sayra Dilmag Mustafa Gékhan Ertosun Eda Ac¢ikg6z Gamze Tanribver
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Antalya, Tirkiye

oz

Amag: Tumor ve mikrogevresinde bulunan hiicreler birbirleri ile yakindan iliskilidir ve sirekli etkilesim
halindedirler. Bu hucreler arasindaki karsilikh etkilesim, timoérin gelismesi ve metastazinda rol
oynayan sitokin yanitlarini sekillendirir. Kok hticreler ile bunlarin nigleri arasindaki etkilesimlerin de;
tumor hucrelerine benzer sekilde karsilikli oldugu bilinmektedir. DénUstirtct Blyime Faktori Betal
ve Biylme/farklilagsma faktorii15, timoér mikrogevresi Uzerinde cift yonla etkileri olan sitokinlerdir.
Calismamizda, timor hicreleri ve kdk hiicrelerin karsilikli etkilesimlerinin mikrogevrelerindeki sitokin
yanitlarina olan etkilerini arastirmay amagladik.

Gereg ve Yontem: Bu calismada ko-kdltir deneyleri icin Dental pulpa koék hicreleri ile MDA-MB-231
meme kanseri hicreleri kullaniimistir. MDA-MB-231 ve Dental Pulpa Kok Hucreleri hem bireysel hem
de birlikte farkli kombinasyonlarla kiltire edildi ve kosullu medyumlari toplandi. Toplanan kosullu
medyumlarda Donlstlrici Blyime Faktori Betal ve Bilylme/farklilagsma faktorii15 sitokin seviyeleri
ELISA ydntemi ile degerlendirildi.

Bulgular: MDA-MB-231 hicrelerinin kosullu medyumlari ile inkiibe edilen Dental pulpa kék hiicre
medyumunda  D&ndstirict  Buyime  Faktdérl Betal ve  Buyume/farklilasma  faktori15
ekspresyonlarinin arttigr ancak, tek tek hiicre hatlarindan alinan medyumlarda bu sitokin seviyelerinde
fark olmadigi goéruldu. Secilen bu sitokin yanitlarinin artmasi timoér hucrelerinin - metastaz
potansiyellerini etkileyeceginden énem icermektedir.

Sonug: Tumoér hicreleri ve kok hicreler arasindaki karsilikli konusma, timor mikrogevresindeki
sitokinlerin yanitlarini degistirir ve tUmdrin metastaz potansiyelini etkileyebilir. Dolayisiyla ¢alismamiz
tumor mikrogevresinin, timoérin gelecek yanitlarinda édnemini vurgulayan bir ¢calisma olma nitelinde
olup bu ybnuyle literatire katki saglayacaktir.

Anahtar Sézciikler: Uglii negatif meme kanseri, dental pulpa kok hicreleri, kosullu medyum,
donulstirict bayime faktori betal, buyime/farklilagsma faktorii15.

ABSTRACT

Aim: Tumor and surrounding microenvironment cells are closely related and interact constantly. The
mutual communication between these cells may affect some factors such as cytokines that involved in
tumor progression and metastasis. In the interactions between stem cells and their niches; It is known
to be reciprocal similar to tumor cells. Transforming Growth Factor Betal and Growth Differentiation
Factorl5 are cytokines which have dual effects on the tumor microenvironment. In our study, we
aimed to investigate the effects of interaction of tumor cells and stem cells on cytokine responses in
their microenvironment.
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Materials and Methods: Dental pulp stem cells and MDA-MB-231 cells were used in co-culture
experiments in this study. MDA-MB-231 and Dental Pulp Stem Cells were cultured both individually
and together in different combinations and their conditional media were collected. Transforming
Growth Factor Betal and Growth Differentiation Factorl5 cytokine levels in conditional media were
determined by using ELISA.

Results: Expression of Transforming Growth Factor Betal and Growth Differentiation Factorl5
increased in Dental Pulp Stem Cell medium incubated with conditional media from MDA-MB-231 cells,
but there was no difference in these cytokine levels in media taken from individual cell lines.
Increasing these selected cytokine responses will affect the metastasis potential of tumor cells.

Conclusion: We observed that cross-talks between tumor cells and stem cells alters the responses of
cytokines in the tumor microenvironment and affects tumor progression. Therefore, our study
emphasizes the importance of the tumor microenvironment in tumor responses, and may contribute to
the new perspectives in this respect.

Keywords: Triple negative breast cancer, dental pulp stem cells, conditional media, transforming
growth factor betal, growth differentiation factor15.

GiRiS
Meme kanseri, kadinlarda sik karsilasilan kanser
trlerinden biridir ve tum dunyadaki kadin
kanserlerinin %25'ini olusturmaktadir (1, 2). Uglii
Negatif Meme Kanseri (UNMK), Ostrojen (OR) ve
progesteron (PR) hormonlari ve HER2 (insan
epidermal buylime faktori reseptéri 2) yuzey
reseptorlerinin  higbirini  hicre  ylzeyinde
bulundurmayan meme kanseri alt tipi olarak
tanimlanmaktadir. Tim meme kanserlerinin %15
ila % 20'sini olusturan UNMK, daha sik geng
hastalari etkilemekte ve siklikla kétu prognoza
sahip olarak bilinmektedir (3). Uglii Negatif Meme
Kanseri, hormon bagimli tedavi segeneklerine
direncli olmasi sebebiyle tedaviye en az yanit
veren meme kanseri tipidir (4).

TUumodr mikrogevresi karmagsik bir populasyondur.
Tumoér mikrogevresinde hicre disi matriksin
(HDM) yani sira miyofibroblastlar ve fibroblastlar,
yag hucreleri, immin hucreler, kan ve lenfatik
damarlar gibi hlcresel elemanlar yer almaktadir
(5). TUmor hucreleri ve timoér mikrogevresi
arasindaki iletisim timér gelisiminde oldukga
6nemli bir unsurdur. In vivo timoér gelisiminde
mikrogevrenin  saglikli  olmadigi  durumlarda
invazyon ve metastazin daha kolay sekilde
gerceklestigi bilinmektedir (6). Buna ek olarak
tumor hicrelerinin mikrogevreleri ile olan iligkileri
henlz net olarak tanimlanabilmis degildir.

TUmor gelisimi sirasinda timoér mikrogevresinde
kronik inflamasyon meydana gelmektedir. Bu
durumda bu bdlgede bulunan hiicreler tarafindan
cesitli sitokinler salgilanmaktadir (7, 8). Tumor
mikrogevresindeki hucrelerden salgilanan bu
sitokinler, timore karsi bir  savunma
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yaratabilecedi gibi; tumérle ilerleyen immin
yanita da destek olup timor ilerlemesini tesvik
edebilmektedirler ~ (9).  Ornegin;  TGFB1
(Donustiricu Biyime Faktort B1); sitokin yaniti
olusmasini saglayarak regulatér T hdcrelerinin
(TReg) ve Myeloid Kdkenli Baskilayici Hicrelerin
(MDSC) aktive edilmesi gibi timér gelisimi ve
metastazinda aktif olarak goérev almaktadirlar
(10).

TGFB super ailesi, embriyonik gelisim sirasinda
ve yetiskinlerde gesitli biyolojik slreglerin
dizenlenmesinde kritik rol oynayan 60'dan fazla
proteinden olusan blyiik bir ailedir. Ozellikle,
TGFB alt ailesinin memelilerde en iyi calisilan
izoformu olan TGFB1'in hicre proliferasyonu,
farkllagsmasi, adezyon, migrasyon, anjiyogenez,
apoptoz ve immin yanit (zerinde dulzenleyici
rolleri oldugu bilinmektedir (11). TGFB1 genindeki
polimorfizmin ~ TGF’in serum seviyesinin
artmasina sebep oldugu ve bu durumun da
meme kanseri riskini arttirdigi bilinmektedir (12,
13).

Buyume/farkhlasma faktéri15 (GDF15), ya da
diger bilinen adiyla MIC-1 (Makrofaj inhibitor
Sitokin 1) TGF-B Ust ailesinin bir Gyesi olarak
kesfedilmistir (14). GDF15’in, servikal kanser,
multipl miyelom ve kolon kanseri gibi kanserlerin
gelisimi ile iligkili oldugu (15-17); ayrica kolon,
prostat ve akciger kanseri gibi bircok kanser
tirinde de metastazi destekledigi bilinmektedir
(15, 18). Son yillarda GDF15in meme kanseri
hicrelerinde metastazla iliskilendirildigi
belirtiimektedir (19).

Kok hiicreler; suresiz olarak kendini yenileme, tek
hicreden tiretilen klonal hiicre popllasyonlari
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olusturma ve cgesitli hicre tiplerine farklilagsma
yetenekleri ile tanimlanmaktadirlar (20). Kok
hicreler genel olarak "embriyonik kdk hicreler"
(EKH) veya "somatik kok hicreler" (SKH) olarak
siniflandirilabilir. SKH'ler, genellikle pluripotent
Ozellikte olan noéral koék hicreler (NKH),
mezenkimal kdk hicreler (MKH), hematopoietik
kok hicreler (HKH), endotel progenitdr hucreler
(EPKH)den olugan belirli bir soy ile bir diger
hiicre tipine farklilasabilen yetiskin kdk hicreler
olarak da bilinir (21). Kok hicreler salgiladiklari
sitokin ve blylime faktorleri ile birgok fonksiyonu
diizenleyebilme yetenegine sahiptirler. Ornegin
Adiposit Kokenli Kok Hucreler (AKKH) insulin
benzeri buyime faktéri (IGF), hepatosit bluyime
faktoérd (HGF), VEGF (Vaskuler Endotelyal
Buyume Faktért), IL-8 ve TGFB dahil olmak
Uzere bircok faktor Uretebilir ve epitelyal-
mezenkimal gegisi (EMG) indikleyebilir, hucreleri
invazyon ve metastaza tesvik ederler (22-27).
Bununla birlikte, gunimizde, koék hicrelerin
timaor-stromal etkilesiminin timor mikrogevresine
salgilanan faktérler tarafindan nasil yoénlendirildigi
belirsizligini korumaktadir.

In vivo tumdr gelisiminde timdr hicrelerinin
mikrogevrede bulunan diger hicrelerle etkilesimi
kolay saglanirken in vitro deney modellerinde bu
sekilde bir etkilesim gortilmemektedir. Clnki in

vitro  kultir  ortamlarinda timdr  hicreleri
cogunlukla tek baglarina buyuttlerek deney
modelleri tasarlanmaktadir. Biz g¢alismamizda

tumor hucrelerinin bulundugu kaltar tabaklarina
ayri bir hucre grubu ekleyerek sadece bu iki
hicre tipi arasindaki etkilesimi degerlendirmeyi
planladik. Calismamizda insan Ug¢lu negatif
meme kanseri hicre hatti olan MDA-MB-231
hicreleri ile mezenkimal kdk hicre grubuna dahil
bir kdk hicre tipi olan insan dental pulpa kdk
hicrelerini (DPKH) birlikte kiltire edilerek bu iki
hicre arasindaki karsilikl etkilesimin TGFB1 ve
GDF15 seviyelerinin degisimlerini nasil
etkileyeceginin degerlendiriimesi amaglandi.

GEREG ve YONTEM

MDA-MB-231 ve DPKH Hiicrelerinin
Cogaltiimasi

Calismamizda, UNMK hiicre hatti olan MDA-MB-
231 ve DPKH kullaniimigtir. Bu iki hiicre hatti ile
ko-kultur deneyleri icin kosullu medyumlar ve
normal hiicre medyumlari elde edildi.
MDA-MB-231 ve DPKH hicreleri %10’luk Fotal
Bovin Serum (FBS) (Gibco; #10270, MA, USA)
ve %71lik Penisilin-Streptomycin (PS) (Thermo
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Fisher, #15140122, MA, USA) ile desteklenmis
Dulbecco’s modified eagle medyumunda (DMEM
F-12) (Gibco; #11320-074, MA, USA), 37°C
sicaklik ve %5 CO, kosullarina sabitlenmis
inklibatorde gogaltildi. Hiicreler %80 konfluensiye
ulastiktan sonra medyumlari uzaklastinldi ve
ardindan hicrelerin kultir kabindan ayrilmasi igin
Tripsin-EDTA (Gibco; 25200-056, MA, USA) ile
muamele edildi.

Ko-klltur deneyleri icin MDA-MB-231 ve DPKH
hem ayri ayri hem de ayni anda 6 kuyucuklu
kultlr tabaklarina ekildi. Ayrica, ayri ayri ekilen
MDA-MB-231 ve DPKH’nin medyumlari toplanip
birbirleriyle kiltiire edilerek ortamdaki hiicrelerin
sitokin yanitlarini nasil degistirecegi de incelendi.

MDA-MB-231 ve DPKH’nin Ekilmesi ve
Kosullu Medyumlarin Eldesi

Santrifij edilip taze medyuma alinan hicreler
sayllarak MDA-MB-231 ve DPKH’nin her birinden
50.000 hicre olacak sekilde 6 kuyucuklu kdltir
tabaklarina (Corning; #3516, NY, USA) asagida
ifade edildigi bicimde ekildi (Sekil-1).

1 _numarall_kuyucuga; 50.000 adet MDA-MB-
231 hicresi ekildi. 72. saatin sonunda MDA-MB-
231 hicrelerinin medyumlari toplandi.

2 numaral__kuyucuga; 50.000 adet DPKH
hicresi ekildi ve 72. saatin sonunda DPKH’nin
medyumlari toplandi.

3 numaral_kuyucuga; 50.000 adet MDA-MB-
231 hicresi ekildi, hemen ardindan bu hicrelerin
Uzerlerine 50.000 adet DPKH ekildi. 72. saatin
sonunda MDA-MB-231 ve DPKH’lerinin ortak
kosullu medyumlari toplandi.

4 numarali kuyucuga; 1. giin 50.000 adet MDA-
MB-231 hdcresi ekildi. 72. saatin sonunda
hicrelerin  Gzerindeki medyum toplandi ve
DPKH’nin tzerine eklendi.

5 numarah _kuyucudga; 4 numaral kuyucukta
yapildigi gibi 1. gtin 50.000 adet DPKH ekildi. 72.
saatin sonunda hucrelerin Uzerindeki medyum
toplandi ve MDA-MB-231 hicrelerinin (zerine
eklendi. Ayni zamanda yan kuyucukta bulunan
MDA-MB-231 hdcrelerinin  Gzerinden alinan
medyum da DPKH hicrelerinin tzerine eklendi.

4 ve 5 numarali kuyucuklar medyum
degisikliklerinden sonra yeni medyumlari ile 72
saat inkibe edildi ve 72. saatin sonunda ortak
kosullu medyumlari toplandi. Toplanan kosullu
medyumlar -20°C’de sakland.
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Kosullu Medyumlardaki Sitokin Seviyelerinin
ELISA Metodu ile Belirlenmesi

Sekilde  belirtildigi  haliyle  farkh  kosullar
olusturularak toplanan MDA-MB-231 ve DPKH’ne
ait medyumlarda multifonksiyonel bir sitokin olan
TGFB1 (Thermo Fisher; #BMS249/4, MA, USA)
ve TGFp ailesi Uyesi inflamatuvar bir sitokin olan
GDF15 (RayBioTech; #ELH-GDF15-001, GA,
USA) seviyeleri ELISA yéntemi ile tespit edildi.

Yakalama antikoru ile kaplanmis olan Kitlere,
firmanin onerdigi sekilde hazirlanan bloklama
soliusyonu eklenerek 1 saat oda isisinda
bekletildi. Ardindan kuyucuklar yikanarak ve kitte
onerildigi sekilde hazirlanan standartlar ve
kosullu medyum d&rnekleri 100uL olacak sekilde
kuyucuklara yiklendi. 2 saat oda isisinda inkibe
edildikten sonra kuyucuklar yikandi ve tespit
etme (detection) antikoru ile oda isisinda 1,5 saat
inkilbe edildi. Ardindan yeniden yikama yapildi
ve HRP-enzim c¢ozeltisi eklenerek 30 dk oda
iIsisinda inkiibe edildi. Substrat solisyonu
hazirlanarak kuyucuklara eklendi ve oda isisinda
60 dk karanlikta bekletildi. Kuyucuklara durdurma
soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve
ELISA okuyucu yardimiyla TGFB1 igin 450nm ve
GDF15 icin 45nm dalga boylarinda okutuldu ve
elde edilen degerler KC junior (Biotek
Instruments; NY, USA) programi ile hesaplandi
ve Graph Pad Prism (Graph Pad Software; CA,
USA) programinda da istatistiksel olarak
degerlendirildi.

BULGULAR

TGFB1 Sitokin Seviyesinin Huicrelere Goére
Kosullu Medyumlardaki Degisimi

MDA-MB-231 ve DPKH’lerinin ayri ayri ve birlikte
ekilmeleri; ayrica MDA-MB-231 ve DPKH’lerinin
kosullu medyumlarinin birbirleri ile
degistiriimesinin ardindan toplanan yeni kosullu
medyumlarda TGFB1 sitokin seviyesinin degisimi
degerlendirildi. Elde ettigimiz sonuglara gore,
MDA-MB-231 hicrelerinin medyumunun DPKH
Uzerine eklenmesinin TGFB1 sitokinin salinimini
anlamh olarak arttirdid1 goruldu (Sekil-2) (a;
p=0,0034). Buna ek olarak, DPKH hcrelerinin
Uzerine MDA-MB-231 hucrelerinden elde edilen
medyumun eklenmesinin, bu hicrelerin ayni
anda ekilmesine kiyasla TGFB1 seviyesini
arttirdigi da goéralda (Sekil-2) (b; p=0,02).

Dental pulpa kok hicrelerinin - medyumunun,
MDA-MB-231 hucrelerinin Uzerine eklenmesinin
TGFB1 seviyesini arttirdigi ancak bu artisin MDA-
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MB-231’lerinin kendi medyumuna kiyasla anlamli
olmadigr goruldi (Sekil-2) (p=0,3642). Ayrica,
MDA-MB-231 hicreleri ve DPKH’lerinin kendi
medyumlarinda TGFB1 sitokinin salinimi, MDA-
MB-231 ve DPKH’lerin ayni anda ekilmesinden
elde edilen medyuma kiyasla degismemektedir

(Sekil-2).
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Sekil-2. MDA-MB-231 ve DPKH'lerinin  kendi

medyumlarinda, birlikte kultire edilmeleri
(co-culture) durumundaki medyumda ve
medyumlarinin degistiriimesi TGFB1 sitokin
salinimini  gésteren grafik goérilmektedir.
Buna gdre; kok hicreler (DPKH) lzerine
eklenen timor hucrelerinin (MDA-MB-231)
medyumunun TGFB1 sitokin  salinimini
anlamh olarak etkiledigi gorilmektedir (a;
p=0,0034; b; p=0,02).
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GDF15 Sitokin Seviyesinin Hiicrelere Goére
Kosullu Medyumlardaki Degisimi

MDA-MB-231 ve DPKH’lerinden elde edilen
kosullu medyumlarda inflamatuvar sitokin GDF15
seviyesi degisimi incelendiginde; MDA-MB-231
hlcrelerinden elde edilen kosullu medyumunun

DPKH’lerinin  GDF15 salgilamasini  yiiksek
dizeyde arttirdigr tespit edildi (Sekil-3) (a;
p=0,0002). MDA-MB-231 hicrelerinin
medyumunda, hicreler DPKH’leri ile kultire
edildiginde GDF15 sitokin seviyesi belirgin
derecede  dusukken; DPKH’lerin  Uzerine
eklendiginde anlaml olarak artmasi oldukga

onemli bir bulgudur (Sekil-3) (b; p=0,0001). Bu
durum, MDA-MB-231 hicrelerinin  medyuma
salgiladiklari faktérlerin DPKH’lerini etkileyerek
GDF 15 salinimini arttirdigini dogrulamaktadir.

Elde ettigimiz sonuglar; timor hcrelerinin
medyumlarina salgiladiklari faktorlerin gok 6nemli
bir icerige sahip oldugunu ve timorin gelismesini

tetikledigi  bilgisinden yola c¢ikarak; ortamda
bulunan koék hicreleri de benzer sekilde
etkileyerek  sitokin  salinimini arttirdigini
gOstermektedir.
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Sekil-3. MDA-MB-231 ve DPKH’lerinin  kendi
medyumlarinda, birlikte kiltire edilmeleri
(co-culture) durumundaki medyumda ve
medyumlarinin  degistiriimesi sonrasinda
GDF15 sitokin salinimini gosteren grafik
gorilmektedir. Buna gére MDA-MB-231
hicrelerinin medyumunun DPKH'leri
Uzerine eklenmesinin  GDF15  sitokin
salinimini  anlamli  olarak  etkiledigi
gorulmektedir (a; p=0,0002; b; p=0,0001).
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TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda en sik gdriilen kanser
tipi olarak bilinmektedir. Meme kanseri alt
tiplerine goére farkhlik gostermekte ve bu
farkhliklar kanserin ilerleme seyrini etkilemektedir
(28). Meme kanseri, heterojen hicrelerden
olusan bir hastaliktir. Meme kanserinin alt tipleri,
hormon reseptoérlerinin  immunohistokimyasal
ekspresyonuna ve HER2 yoklugu veya asiri
ekspresyonuna goére tanimlanmaktadir. Bu
histopatolojik farklilagsma, timor heterojenligini
dogrulayan ve bu alt tipleri tamamen farkli kanser
tipleri olarak degerlendirme ve tedavi etme
ihtiyacini dogurmaktadir (29).

Uclii Negatif Meme Kanseri genellikle yiiksek
dereceli invaziv duktal karsinom seklinde goéralur
ve genellikle uzak metastazlarla daha ylksek ve
erken niiks oranina sahiptir. Diger meme kanseri
alt tiplerine kiyasla daha koéti prognozia
iliskilendirilmigtir. TUmor biyolojisini aydinlatmak
icin UNMK leri ile yapilan cok sayida calismaya
ragmen, klinik sonuglar ne yazik ki tatmin edici
degildir (29). Bu nedenle bu alanda daha g¢ok
¢alismanin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tamorlerin  sadece neoplastik  hicrelerden
olusmadigi, farkhlasmis bir gevreye sahip oldugu
bilinmektedir. TUimoér mikrogevresi, timorin
gelisimi, buyumesi ve yayllmasi igin kritik bir
unsur ve tedaviye yardimci bir yanit parametresi
olarak kabul edilmektedir (30, 31). Meme kanseri
mikrogevresi, lokal (timdér igi), bolgesel
(memede) ve uzak (metastatik) seviyelerde; her
biri fibroblastlar, IOkositler, adipositler,
miyoepitelyal ve endotelyal hicreler gibi ¢oklu
hicre tiplerini kapsayan heterojen hiicrelerden
olusan bir ortamdir. Ayrica; hiicre disi matriks,
¢Ozunur faktorler (6rnegin sitokinler, hormonlar,
biyume faktorleri ve enzimler) gibi bilesenleri de
icermektedir (32). Epitelyal ve stromal hicreler
arasindaki karsilkl iligki, meme bezinin normal
gelisimi ve farkhlasmasi icin 6nemlidir. Fizyolojik
stroma, epitelyal polariteyi korur; kontrolsiiz
hicre buyumesini ve neoplastik doéntisimu
engeller (33).

Timoér mikrogevresinde inflamasyon ile iligkili
hicreler bulunmaktadir, bunlar baslica
makrofajlar, dendritik hicreler, miyeloid kokenli
baskilayici hucreler, T hucreleri, mast hicreleri
ve dogal dldurict (NK) hicrelerdir (34). Yapilan
calismalar, immin sistemin  timodrogenez
Uzerinde hem olumlu hem de olumsuz etkileri
oldugunu ve inflamatuvar mikrogevrenin timoérler
icin 6nemli bir bilesen olarak rol oynadigi
gorisind  desteklemektedir (35-37). Bununla
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birlikte, inflamasyonun tiumoér gelisimi ve diger
hastaliklardaki roll, buylk O&lgtde sitokinlerin
salgilanmasina  ve  mikrogevredeki  diger
hicrelerle kurduklar etkilesime baglidir (37).

Timoér mikrogevresinde olusan inflamatuvar
yanit, makrofajlar, miyeloid kokenli baskilayici
hicreler ve mezenkimal kdk hicreler gibi hicre
tiplerinin bu alanda toplanmasini saglamaktadir
(38). Tumdr hacreleri ve bunlari gevreleyen
stroma hucreleri arasindaki karsilikli iligki, timor
ilerlemesini tesvik eder ve invaziv timor hiicresi
icin uygun olan dinamik bir hiicre digi matriks
olusturur (39). MKH'ler, baslangigta li¢ ana soya
(osteoblastlar, kondrositler ve  adipositler)
farklilagsma kapasitesine sahip oldugu bilinen gok
potansiyelli kdk hicrelerdir (40). Genellikle g
soya farkhlagsma kapasiteleri ve CD73, CD105 ve
CD90 yuzey belirteglerinin  pozitifligi ile
karakterizedir (41). Kemik iligi, yag dokusu ve dis
pulpasindan elde edilebilirler (40, 42, 43). Ayrica
dolasimda bulunurlar ve inflamatuvar bolgelere
yoneldikleri bilinmektedir (44).

Mezenkimal kdk hlcreler arasinda, dental pulpa
kok hicreleri benzersiz bir yetigskin kdk hlicre
kaynagi olarak tanimlanmistir (42). Dental pulpa
kok hucreleri, kdék hicre 6zelliklerini ve hicre
ylzey fenotipini hiicre kdltiri sartlarinda uzun
sire korumaktadirlar (45). Literatlrde
DPKH’lerinden ¢esitli buylme faktorleri ve sitokin
salgilandigi bildirilmigtir. Anjiyopoietin, VEGF ve
insiilin benzeri biyime faktéri baglayici protein
3 (IGFBP-3) dahil olmak Uzere anjiyojenik
faktorler, anjiyogenezi tesvik edebilen DPKH
tarafindan salgilanabilmektedir (46). Buna ek
olarak; DPKH’lerinin Kemik Morfogenik Protein 2
(BMP2), VEGF, TGF-B1 ve Fibroblast Buyime
Faktérl 2 (FGF-2) salgiladiklar da bilinmektedir
(47). Mezenkimal kok hucrelerin timdr bliylimesi
ve metastaz sirecindeki duzenleyici rolu
bilinmesine ragmen, DPKH'leri ve tumor hicresi

arasindaki etkilesimleri hentiz  yeterince
tanimlanmamistir.
TGF-super ailesi, hlcre buyumesini ve

farklilasmasini  duzenlemektedir. Memelilerde
TGFB1, TGFBR2, TGFBR3 ve TGFR1R2 dahil olmak
Uzere en az dort TGFB alt tipi bulunmustur;
ancak, TGFB1 en c¢ok c¢alisilan sitokindir.
TGFB1'in timor ilerlemesindeki rollinin, timor
asamasina bagh olarak ¢ok yonli oldugu
gOsterilmistir. Bu sitokin, bir blylime inhibitori
goérevi gormektedir. Epitel hiicre dongusinin
ilerlemesini engelledigi ve apoptozu destekledigi
gosterilmigtir ki, bunlar birlikte  karsinom
baglangici ve ilerlemesi sirasinda tumor
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baskilayici roli oldugunu dusindirmektedir (48-
50). Ayrica, TGFB1'in epitelyal-mezenkimal gegisi
indikleme ve gelistrme yetenegi, TGFB1'in
timdr hicresinin migrasyonu ve invazyonunun
indiklenmesi ile iliskilendiriimesine yol
acmaktadir (51). Bu nedenle, TGFB1, malignant
doénisim ve anjiyogeneze katilan bir metastaz
indukleyicisi olarak da kabul edilmektedir (50, 52,
53).

TGFB1, cesitli dokularda kronik inflamasyonda
¢ok onemli bir rol oynamaktadir ve epitelyal-
mezenkimal gegis ve hicre disi matriksin
degisimi ile iligkilendiriimistir (54). MDA-MB-231
hicrelerinde  TGFB71in  epitelyal-mezenkimal
gegcis slrecini indikledigi ve metastazi tetikledigi
yapilan cgalismalarla gdsterilmistir (55-57). Elde
ettigimiz sonuglara gore; MDA-MB-231
hicrelerinin - DPKH’lerini  etkileyerek TGFB1
dretimi ve salinimini arttirdigi gérdimustir. Bu
durum in vivo timér ilerlemesinde, timor
mikrogevresinde  bulunan  tUmoér  hUcreleri
tarafindan etkilenerek metastatik sureci
hizlandiran faktorlerin Uretilmesini destekledigini
distndirmektedir. TGFBT’in, timor
ilerlemesinde 6nemli rolleri olan T hicreleri, NK
hicreleri, notrofiller, monositler ve makrofajlarin
anti-tumor aktivitelerini  baskilamasi ve tumor
ilerlemesini desteklemesi de TGFB1’in tumor
mikrogevresinde etkili bir sitokin oldugunu
gOstermektedir (58).

Tang Y. ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada,
kemik erimesi kaynakl hasarin oldugu durumda
TGFB1’in ortamda artisinin kemik mezenkimal
kok hicrelerinin (KMKH) hasarli bodlgeye gog¢
etme potansiyellerini arttirdigini géstermektedir.
Ayrica, kemik erimesi hasari olan hicrelerin
kosullu medyumlarinda  TGFB1’in inhibe
edilmesinin bu gog¢lu O6nemli Odlglde azalttigi
gOsterilmistir. Elde edilen sonuglar kemik hasari
durumunda artan TGFB1 sitokin seviyesinin,
KMKH’lerini hasarli bdlgeye gocini indikledigi
goOstermektedir (59). Calismamizda MDA-MB-231
hicrelerinin, DPKH’lerini etkilerek TGFB1 sitokin
seviyesini  arttirdigi  gorulmektedir.  TUmor
hicrelerinin DPKH’lerinde TGFB1 salgilanmasini
indiklemesi inflamatuvar yaniti arttirarak timor
mikrogevresine  kOk hicrelerin  go¢ etme
potansiyelini de  etkileyecek bir  ortam
olusturabilecegini akla getirmektedir.

Makrofaj inhibitér Sitokin 1, olarak da bilinen
GDF15, TGFpB ailesinin bir UOyesidir (14, 60).
GDF15'in  hicre dénglsini durdurdugu ve
apoptoza yol agarak bir timoér baskilayici olarak
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islev gordigunu bildirmesine ragmen (60-62),
GDF15'in  pro-tumdrojenik  bir igleve sahip
oldugunu belirten calismalar da bulunmaktadir
(60, 61, 63, 64). Peake F. B. ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢alisma ile GDF15’in, MDA-MB-231 ve
BT-474 hicrelerinde  E-Kaderin  (Epiteliyal
Kaderin) ekspresyonunu arttirdigi, N-Kaderin
(Noronal Kaderin) ve Vimentin ekspresyonlarini
da azaltarak epitelyal-mezenkimal gegisi ve
timdr  hicrelerinin - invazyonunu  tetikledigi
gosterilmistir (65). Calismamizda, MDA-MB-231
hicrelerinin, DPKH’lerini etkileyerek
mikrogevreye yiksek seviyede GDF15 sitokin
salgilanmasini saglamalari, timor hdcrelerinin
mikrogevreyi yeniden dizenleyerek invazyon ve
migrasyon sureglerini kolaylastirmaya
calistiklarini disindurmektedir.

Yapilan c¢alismalarda hem TGFB1in hem de
GDF15'in timor ilerlemesini destekleyen rolleri
oldugu bilinmektedir. Ancak, bu sitokinlerin timor
mikrogevresinde artisinin sebepleri tam olarak
anlasilamamigtir.  Yaptigimiz c¢alismada MDA-
MB-231  hdcrelerinin  timdér  mikrogevresini
etkileyerek TGFB1 ve GDF15 sitokin salinimlarini
arttirdigi gérilmektedir. Bu durumun da timoér
hlcrelerinin invaziv potansiyellerini arttirarak
metastazi kolaylastirabilecedi 6ngdérilmektedir.
Elde ettigimiz veriler tiumdr mikrogevresinde
sitokin  seviyelerinin  degdismesinin  timodre
yardimcl bir mikrogevre yarattigini
gbstermektedir. Calismamizla DPKH’leri ile
meme kanseri hlcrelerinin birbirlerini etkileyerek

Kaynaklar

timdr mikrogevresinde degisiklige yol agtiklari
gOsterildi. Bu 6nverilerin, timdr mikrogevresinin
timor ilerlemesi ve metastazdaki rollerinin
tanimlanmasina yardimci olacak yeni ¢calismalara
Isik tutacagi gérusundeyiz.

SONUG

TUmor mikrogevresinde bulunan hicrelerin timor
mikrogevresinin  dizenlenmesindeki  rollerinin
arastiriimasini amaglayan c¢alismamizda elde
ettigimiz sonugclar, timor hicrelerinin DPKH’lerini
etkileyerek tumor ilerlemesi ve metastaz ile
iliskilendirilen TGFB1 ve GDF15 sitokin salinimini
arttirdigini gOstermektedir. Tamor
mikrocevresinde artan TGFB1 ve GDF15
seviyelerini de timor hucrelerinin metastazlarini
kolaylastiracagi duisinilmektedir. Elde ettigimiz
bulgular, timor hicrelerinin timéru ilerletmeye
yoénelik mikrogevre olusturduklarini isaret etmekte
ve bu fikre dayanarak bulgularimizin timor
mikrogevresindeki degisimlerin daha detayli
arastiriimasina dikkat ¢cekerek yeni calismalara
fikir olusturacagi goristndeyiz.

TESEKKUR

Calismamizi destekleyen Akdeniz Universitesi
Bilimsel Arastirma Proje Birimi'ne destekleri igin
tesekkur ederiz (Proje No: TSG-2020-4971).

Cikar catismasi: Calismada yer alan yazarlar
cikar catismasi olmadigini kabul etmektedir.

1. Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2019. CA Cancer J Clin. 2019; 69 (1): 7-34.

2. Ferlay J, Soerjomataram |, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M, et al. Cancer incidence and mortality
worldwide: sources, methods and major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer. 2015;136 (5): E359-86.

3. Camorani S, Fedele M, Zannetti A, Cerchia L. TNBC Challenge: Oligonucleotide Aptamers for New Imaging
and Therapy Modalities. Pharmaceuticals (Basel). 2018; 11 (4).

4. Nedeljkovic M, Damjanovic A. Mechanisms of Chemotherapy Resistance in Triple-Negative Breast Cancer-
How We Can Rise to the Challenge. Cells. 2019; 8 (9).

5. Chen F, Zhuang X, Lin L, Yu P, Wang Y, Shi Y, et al. New horizons in tumor microenvironment biology:

challenges and opportunities. BMC Med. 2015;13:45.

6. Wang M, Zhao J, Zhang L, Wei F, Lian Y, Wu Y, et al. Role of tumor microenvironment in tumorigenesis. J

Cancer. 2017; 8 (5): 761-73.

7. Hanahan D, Coussens LM. Accessories to the crime:
microenvironment. Cancer Cell. 2012; 21 (3): 309-22.

functions of cells recruited to the tumor

8. Dvorak HF. Tumors: wounds that do not heal. Similarities between tumor stroma generation and wound

healing. N Engl J Med. 1986; 315 (26): 1650-9.

9. Waldmann TA. Cytokines in Cancer Immunotherapy. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2018;10 (12).

320

Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine



10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Alexander WS, Hilton DJ. The role of suppressors of cytokine signaling (SOCS) proteins in regulation of the
immune response. Annu Rev Immunol. 2004;22:503-29.

Massague J. How cells read TGF-beta signals. Nat Rev Mol Cell Biol. 2000;1(3):169-78.

Gordon KJ, Blobe GC. Role of transforming growth factor-beta superfamily signaling pathways in human
disease. Biochim Biophys Acta. 2008; 1782 (4): 197-228.

Dunning AM, Ellis PD, McBride S, Kirschenlohr HL, Healey CS, Kemp PR, et al. A transforming growth
factorbetal signal peptide variant increases secretion in vitro and is associated with increased incidence of
invasive breast cancer. Cancer Res. 2003; 63 (10): 2610-5.

Bootcov MR, Bauskin AR, Valenzuela SM, Moore AG, Bansal M, He XY, et al. MIC-1, a novel macrophage
inhibitory cytokine, is a divergent member of the TGF-beta superfamily. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997;94
(21): 11514-9.

Mehta RS, Song M, Bezawada N, Wu K, Garcia-Albeniz X, Morikawa T, et al. A prospective study of
macrophage inhibitory cytokine-1 (MIC-1/GDF15) and risk of colorectal cancer. J Natl Cancer Inst. 2014; 106
(4): dju01e.

Li S, Ma YM, Zheng PS, Zhang P. GDF15 promotes the proliferation of cervical cancer cells by
phosphorylating AKT1 and Erk1/2 through the receptor ErbB2. J Exp Clin Cancer Res. 2018; 37 (1): 80.

Corre J, Labat E, Espagnolle N, Hebraud B, Avet-Loiseau H, Roussel M, et al. Bioactivity and prognostic
significance of growth differentiation factor GDF15 secreted by bone marrow mesenchymal stem cells in
multiple myeloma. Cancer Res. 2012; 72 (6): 1395-406.

Mehta RS, Chong DQ, Song M, Meyerhardt JA, Ng K, Nishihara R, et al. Association Between Plasma Levels
of Macrophage Inhibitory Cytokine-1 Before Diagnosis of Colorectal Cancer and Mortality. Gastroenterology.
2015; 149 (3): 614-22.

Wang T, Mao B, Cheng C, Zou Z, Gao J, Yang Y, et al. YAP promotes breast cancer metastasis by
repressing growth differentiation factor-15. Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis. 2018;1864(5 Pt A):1744-53.

Tran C, Damaser MS. Stem cells as drug delivery methods: application of stem cell secretome for
regeneration. Adv Drug Deliv Rev. 2015; 82-83: 1-11.

Zhang CL, Huang T, Wu BL, He WX, Liu D. Stem cells in cancer therapy: opportunities and challenges.
Oncotarget. 2017; 8 (43): 75756-66.

Razmkhah M, Jaberipour M, Hosseini A, Safaei A, Khalatbari B, Ghaderi A. Expression profile of IL-8 and
growth factors in breast cancer cells and adipose-derived stem cells (ASCs) isolated from breast carcinoma.
Cell Immunol. 2010; 265 (1): 80-5.

Ning H, Lin G, Fandel T, Banie L, Lue TF, Lin CS. Insulin growth factor signaling mediates neuron-like
differentiation of adipose-tissue-derived stem cells. Differentiation. 2008; 76 (5): 488-94.

Song YH, Gehmert S, Sadat S, Pinkernell K, Bai X, Matthias N, et al. VEGF is critical for spontaneous
differentiation of stem cells into cardiomyocytes. Biochem Biophys Res Commun. 2007; 354 (4): 999-1003.
Kim WS, Park SH, Ahn SJ, Kim HK, Park JS, Lee GY, et al. Whitening effect of adipose-derived stem cells: a
critical role of TGF-beta 1. Biol Pharm Bull. 2008; 31 (4): 606-10.

Dirat B, Bochet L, Dabek M, Daviaud D, Dauvillier S, Majed B, et al. Cancer-associated adipocytes exhibit an
activated phenotype and contribute to breast cancer invasion. Cancer Res. 2011; 71 (7): 2455-65.

Rowan BG, Gimble JM, Sheng M, Anbalagan M, Jones RK, Frazier TP, et al. Human adipose tissue-derived
stromal/stem cells promote migration and early metastasis of triple negative breast cancer xenografts. PLoS
One. 2014; 9 (2): e89595.

Testa U, Castelli G, Pelosi E. Breast Cancer: A Molecularly Heterogenous Disease Needing Subtype-Specific
Treatments. Med Sci (Basel). 2020; 8 (1).

Vagia E, Mahalingam D, Cristofanilli M. The Landscape of Targeted Therapies in TNBC. Cancers (Basel).
2020; 12 (4).

Hu M, Yao J, Cai L, Bachman KE, van den Brule F, Velculescu V, et al. Distinct epigenetic changes in the
stromal cells of breast cancers. Nat Genet. 2005; 37 (8): 899-905.

Cilt 60 Sayi 4, Aralik 2021 / Volume 60 Issue 4, December 2021 321



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.
51.

322

Soysal SD, Tzankov A, Muenst SE. Role of the Tumor Microenvironment in Breast Cancer. Pathobiology.
2015; 82 (3-4): 142-52.

Coleman RE, Gregory W, Marshall H, Wilson C, Holen I. The metastatic microenvironment of breast cancer:
clinical implications. Breast. 2013; 22 Suppl 2:S50-6.

Folgueira MA, Maistro S, Katayama ML, Roela RA, Mundim FG, Nanogaki S, et al. Markers of breast cancer
stromal fibroblasts in the primary tumour site associated with lymph node metastasis: a systematic review
including our case series. Biosci Rep. 2013; 33(6).

Luster AD, Alon R, von Andrian UH. Immune cell migration in inflammation: present and future therapeutic
targets. Nat Immunol. 2005; 6 (12):1182-90.

Nagarsheth N, Wicha MS, Zou W. Chemokines in the cancer microenvironment and their relevance in cancer
immunotherapy. Nat Rev Immunol. 2017;17 (9): 559-72.

Taniguchi K, Karin M. NF-kappaB, inflammation, immunity and cancer: coming of age. Nat Rev Immunol.
2018; 18 (5): 309-24.

Wang J, Li D, Cang H, Guo B. Crosstalk between cancer and immune cells: Role of tumor-associated
macrophages in the tumor microenvironment. Cancer Med. 2019; 8 (10): 4709-21.

Young MR, Wright MA. Myelopoiesis-associated immune suppressor cells in mice bearing metastatic Lewis
lung carcinoma tumors: gamma interferon plus tumor necrosis factor alpha synergistically reduces immune
suppressor and tumor growth-promoting activities of bone marrow cells and diminishes tumor recurrence and
metastasis. Cancer Res. 1992; 52 (22): 6335-40.

Ridge SM, Sullivan FJ, Glynn SA. Mesenchymal stem cells: key players in cancer progression. Mol Cancer.
2017;16 (1): 31.

Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, Douglas R, Mosca JD, et al. Multilineage potential of adult
human mesenchymal stem cells. Science. 1999; 284 (5411): 143-7.

Dominici M, Le Blanc K, Mueller I, Slaper-Cortenbach I, Marini F, Krause D, et al. Minimal criteria for defining
multipotent mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy position statement.
Cytotherapy. 2006; 8 (4): 315-7.

Gronthos S, Mankani M, Brahim J, Robey PG, Shi S. Postnatal human dental pulp stem cells (DPSCs) in
vitro and in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A. 2000; 97 (25): 13625-30.

Friedenstein AJ, Chailakhjan RK, Lalykina KS. The development of fibroblast colonies in monolayer cultures
of guinea-pig bone marrow and spleen cells. Cell Tissue Kinet. 1970; 3 (4): 393-403.

Chamberlain G, Fox J, Ashton B, Middleton J. Concise review: mesenchymal stem cells: their phenotype,
differentiation capacity, immunological features, and potential for homing. Stem Cells. 2007; 25 (11): 2739-
49,

Sprio AE, Di Scipio F, Raimondo S, Salamone P, Pagliari F, Pagliari S, et al. Self-renewal and multipotency
coexist in a long-term cultured adult rat dental pulp stem cell line: an exception to the rule? Stem Cells Dev.
2012;21(18):3278-88.

Hilkens P, Fanton Y, Martens W, Gervois P, Struys T, Politis C, et al. Pro-angiogenic impact of dental stem
cells in vitro and in vivo. Stem Cell Res. 2014; 12 (3): 778-90.

Yalvac ME, Yarat A, Mercan D, Rizvanov AA, Palotas A, Sahin F. Characterization of the secretome of
human tooth germ stem cells (hTGSCs) reveals neuro-protection by fine-tuning micro-environment. Brain
Behav Immun. 2013; 32: 122-30.

Bachman KE, Park BH. Duel nature of TGF-beta signaling: tumor suppressor vs. tumor promoter. Curr Opin
Oncol. 2005; 17 (1): 49-54.

Janda E, Lehmann K, Killisch |, Jechlinger M, Herzig M, Downward J, et al. Ras and TGF[beta] cooperatively
regulate epithelial cell plasticity and metastasis: dissection of Ras signaling pathways. J Cell Biol. 2002; 156
(2): 299-313.

Zarzynska JM. Two faces of TGF-betal in breast cancer. Mediators Inflamm. 2014;2014:141747.
Massague J. TGFbeta signalling in context. Nat Rev Mol Cell Biol. 2012; 13 (10): 616-30.

Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Heldin CH, Landstrom M, Moustakas A. Mechanism of TGF-beta signaling to growth arrest, apoptosis, and
epithelial-mesenchymal transition. Curr Opin Cell Biol. 2009; 21 (2): 166-76.

Miyazono K, Ehata S, Koinuma D. Tumor-promoting functions of transforming growth factor-beta in
progression of cancer. Ups J Med Sci. 2012; 117 (2): 143-52.

Chen Q, Yang W, Wang X, Li X, Qi S, Zhang Y, et al. TGF-betal Induces EMT in Bovine Mammary Epithelial
Cells Through the TGFbetal/Smad Signaling Pathway. Cell Physiol Biochem. 2017; 43 (1): 82-93.

Sengupta S, Jana S, Biswas S, Mandal PK, Bhattacharyya A. Cooperative involvement of NFAT and SnoN
mediates transforming growth factor-beta (TGF-beta) induced EMT in metastatic breast cancer (MDA-MB
231) cells. Clin Exp Metastasis. 2013; 30 (8): 1019-31.

Park HJ, Kim MK, Choi KS, Jeong JW, Bae SK, Kim HJ, et al. Neuromedin B receptor antagonism inhibits
migration, invasion, and epithelial-mesenchymal transition of breast cancer cells. Int J Oncol. 2016; 49 (3):
934-42.

Sun 'Y, Zhou QM, Lu YY, Zhang H, Chen QL, Zhao M, et al. Resveratrol Inhibits the Migration and Metastasis
of MDA-MB-231 Human Breast Cancer by Reversing TGF-betal-Induced Epithelial-Mesenchymal Transition.
Molecules. 2019; 24 (6).

Wrzesinski SH, Wan YY, Flavell RA. Transforming growth factor-beta and the immune response: implications
for anticancer therapy. Clin Cancer Res. 2007; 13 (18 Pt 1): 5262-70.

Tang Y, Wu X, Lei W, Pang L, Wan C, Shi Z, et al. TGF-betal-induced migration of bone mesenchymal stem
cells couples bone resorption with formation. Nat Med. 2009;15(7):757-65.

Bauskin AR, Brown DA, Kuffner T, Johnen H, Luo XW, Hunter M, et al. Role of macrophage inhibitory
cytokine-1 in tumorigenesis and diagnosis of cancer. Cancer Res. 2006; 66 (10): 4983-6.

Unsicker K, Spittau B, Krieglstein K. The multiple facets of the TGF-beta family cytokine growth/differentiation
factor-15/macrophage inhibitory cytokine-1. Cytokine Growth Factor Rev. 2013; 24 (4): 373-84.

Eling TE, Baek SJ, Shim M, Lee CH. NSAID activated gene (NAG-1), a modulator of tumorigenesis. J
Biochem Mol Biol. 2006; 39 (6): 649-55.

Corre J, Hebraud B, Bourin P. Concise review: growth differentiation factor 15 in pathology: a clinical role?
Stem Cells Transl Med. 2013; 2 (12):946-52.

Li C, Wang J, Kong J, Tang J, Wu Y, Xu E, et al. GDF15 promotes EMT and metastasis in colorectal cancer.
Oncotarget. 2016; 7 (1): 860-72.

Peake BF, Eze SM, Yang L, Castellino RC, Nahta R. Growth differentiation factor 15 mediates epithelial
mesenchymal transition and invasion of breast cancers through IGF-1R-FoxM1 signaling. Oncotarget. 2017,
8 (55): 94393-406.

Cilt 60 Sayi 4, Aralik 2021 / Volume 60 Issue 4, December 2021 323



