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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

Bas-Boyun Skuamoz Hiicre Karsinomasi ve Makrofaj Hiicrelerinin Apelin/APJ

Ekseninde Molekiiler Baglantilarinin Arastirilmasi

Fatma SECER CELIK
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi / Konya-2022

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada en ¢ok 6liim oranlarina sahip hastaliktir.
Giliniimiizde kanser tedavisi kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi miidahalelerle gerceklestirilmektedir.
Yakin zamanda bu tedavi girisimlerine ek olarak immiinoterapdtik yaklasimlar da kullanilmaya
baslanmistir. Mevcut tedavilere ek olarak kullanilan immiinoterapétik ajanlar tedavi yanitlarinda gozle
goriiliir iyilesme saglamistir. Makrofajlar mononiikleer sistemin ana hiicreleridir. Sahip olduklar
yiiksek plastisite yetenekleri makrofajlari birgok metabolik hastaligin patolojisinde etkin rol oynamasim
saglarken, yapilan ¢aligmalar kanser tedavisinde de kullanilabilecek bir alternatif oldugunu gostermistir.
Bu ¢alismanin amaci; apelinin makrofaj polarizasyonuna olan etkisinin arastirilmasidir.

Bu tez calismasinda; RAW264.7 fare makrofaj hiicreleri ile bag-boyun hiicre karsinomast
hiicre hattt SCCL MT]1 hiicreleri kullanilmigtir. SCCL MT1 hiicrelerinde apelin gen ifdesi shRNA
yontemiyle baskilanmistir. Apelin geni aktif ve bastirtlan SCCL MT1 hiicreleri RAW264.7 hiicreleriyle
ko-kiiltiire edilmistir. Ko-kiiltiirasyonun RAW264.7 hiicrelerindeki inflamatuar genler iizerine etkisi ve
apelinin baskilanmasimin SCCL MT1 hiicrelerindeki migrasyon ve invazyon iliskili genler lizerine etkisi
RT-PZR analizi ile belirlenmistir. Anlamli degisiklik gosteren genlere ait protein seviyeleri ELISA ile
degerlendirilmistir.

Apelinin baskilanmasi, SCCL MTT1 hiicrelerinden apelin ifadesinin azalmasina ve ko-kiiltiire
edildigi makrofajlarda kontrole kiyasla pro-inflamatuar cevabin artmasina neden olmustur. IL1f, IL6
ve TNFa gen ifadelerinde anlamli artig goriilmistiir. Anti-inflamatuar sitokin genlerinde ise IL10 gen
ifadesi anlamli olarak azalmistir. Apelinin baskilanmadig1 grupta ise pro-inflamatuar genlerde diisiis
gozlenirken anti-inflamatuar genlerde artis goriilmiistiir. Bunlarin yam sira apelinin SCCL MT1
hiicrelerinde baskilanmasi, kanser hiicrelerinde migrasyon ve invazyon yetenegini azaltmistir. E-
kadherin ifadesi artarken N-kadherin ifadesi anlamli olarak azalmigtir. Ayrica Twist, Slug, Snail ve
CD44 ekspresyon seviyeleri de anlamli olarak diismiistiir. Makrofaj polarizasyonunda etkili genler olan
IL1B, IL6, IL10, TGFP ve TNFa protein seviyesinde ifadelerindeki gozlenen anlamli degisimler RT-
PZR analizi verileriyle uyumlu sonuglara ulasilmastir.

Apelinin SCCL MT1 hiicrelerinde baskilanmast RAW264.7 hiicrelerinde pro-inflamatuar
cevabr arttirmistir. Bu sonuglara gore kanser hiicrelerinden salinan apelinin makrofajlarin
polarizasyonuna dogrudan etki ettigi goriilmektedir. Elde edilen sonuglar, kanser mikrogevresinde M2
tip makrofajlarin yogun olarak bulunmasinin apelin peptidi ile iliskili olabilecegini ve apelinin kanser
hiicrelerinde terapotik hedeflenmesinin makrofajlari, kanser progresyonunun durdurulmasinda rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica apelin kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyon
yetenegini arttirarak agresif bir fenotip olusmasini saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Apelin, Bas-boyun, Kanser, Makrofaj, sShRNA
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Cancer is the disease with the highest mortality rate in the world after cardiovascular diseases.
Today, cancer treatment is carried out with chemotherapy, radiotherapy and surgical interventions.
Recently, immunotherapeutic approaches have been used along with these interventions and have
resulted in significant improvement in treatment responses. Macrophages are the main cells of the
mononuclear system. While their high plasticity abilities enable macrophages to play an active role in
the pathology of many metabolic diseases, studies have shown that they are an alternative that can also
be used in cancer treatment. The aim of this study is to investigate the effect of apelin on macrophage
polarization.

In this thesis, mouse macrophage cell line RAW264.7 cells and head and neck cell carcinoma
cell line SCCL MTT1 cells were used. The apelin expression was knockdown by shRNA method in
SCCL MTT cells. Then, apelin gene activated and suppressed SCCL MT]1 cells were co-cultured with
RAW264.7 cells. The effect of co-culture on inflammatory genes in RAW264.7 cells and the effect of
apelin suppression on migration and invasion-related genes in SCCL MT]1 cells were determined by
RT-PCR analysis. Finally, protein levels of genes with significant changes were evaluated by ELISA
method.

Suppression of apelin reduced apelin expression from SCCL MTT1 cells and increased pro-
inflammatory response in co-cultured macrophages compared to control. Significant increases were
observed in IL1p, IL6 and TNFa gene expressions whereas anti-inflammatory cytokine genes, IL10 and
TGFP gene expressions were significantly decreased. However, in the treatment group where apelin
was not suppressed, a decline was observed in pro-inflammatory genes, while an incline was observed
in anti-inflammatory genes. In addition, suppression of apelin in SCCL MT1 cells decreased the
migration and invasion ability of cancer cells. E-cadherin expression was increased while N-cadherin
was significantly decreased. Moreover, Twist, Slug, Snail and CD44 gene expression levels were also
significantly decreased. Due to the significant changes in the gene expression levels of IL1p, IL6, IL10,
TGFp, and TNFa which are effective in macrophage polarization, their protein levels were examined;
and, the results were consistent with the RT-PCR analysis.

In conclusion, suppression of apelin in SCCL MT1 cells increased the pro-inflammatory
response in RAW264.7 cells. According to these results presented here, it was found that apelin released
from cancer cells directly affects the polarization of macrophages and the intense presence of M2 type
macrophages in the cancer microenvironment may be related to the apelin peptide.. The therapeutic
targeting of apelin in cancer cells may play a role of macrophages in cancer progression of. In addition,
apelin increases the migration and invasion ability of cancer cells and provides an aggressive phenotype.

KeyWords: Apelin, Cancer, Head and Neck, Macrophage, shRNA
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1. GIRIS VE AMAC

Kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinya ¢apinda en biiyiik mortalite
oranlar1 kanser 6liimlerine aittir (Global Cancer Statistics, 2020). Kanser molekiiler
biyolojisinin karmasikligi hastaligin elimine edilmesinde en biiyiik engeldir. Kanser
tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi girisimler kullanilmaktadir.
Giliniimiizde etkili tedavilerin genis yan etkileri sebebiyle hedefe yonelik tedaviler
kullanilmaya baglanmistir. Bunun yan1 sira, hastanin bagisiklik cevabinin arttirilmasi,
immiin hiicrelerin kanser hiicrelerine hedeflenmesi gibi farkli mekanizmalar
kullanilarak yeni tedavi yaklagimlar1 olusturulmustur. Immiinoterapi olarak
adlandirilan bu tedaviler, yan etkisi daha az, bireysel bir tedavi olarak goriilse de mono
tedavi yaklagimi olarak heniiz kullanilmamaktadir. Kemoterapi, radyoterapi ya da

cerrahi girisim sonrasi ya da bunlarla es zamanli olarak uygulanmaktadir.

Apelin ilk olarak mide ekstraktindan izole edilerek tanimlanmistir. Daha sonra
apelinin obezite, diyabet gibi metabolik hastaliklarin patolojisinde yer aldigi
gosterilmistir. Apelinin ayrica noérodejeneratif hastaliklarin fizyolojisinde de rol
oynadigi bulunmustur. Son dekadda yapilan c¢alismalarda ise apelinin kanser
hiicrelerinde asir1 ifade edildigi tespit edilmistir. Tiim bu g¢aligmalara dayanarak
apelinin immiin hiicreler lizerindeki etkisi tam olarak ortaya konulmamistir. Makrofaj
hiicrelerinin apelin reseptoriine sahip oldugu gdosterilmistir. Makrofajlar kanser
mikrogevresinde yaygin olarak en fazla bulunan immiin hiicrelerdir (Boutilier ve
Elsawa 2021). Kanser hiicrelerinden ifade edilen apelinin kanser mikrocevresinde
bulunan hiicrelere etkisi, O6zellikle makrofajlar {izerine olan etkisi tam olarak
bilinmemektedir. Makrofajlar kanser mikrocevresinde plastisitesi en yiiksek hiicreler
oldugu, apelin ifadesine nasil cevap verecekleri bu c¢aligmanin arastirma konusunu

olusturmaktadir.

Bu tez projesinin amaci; kanser hiicreleri tarafindan asir1 ifade edilen apelin
peptidinin kanser mikrogevresinde bulunan makrofajlar iizerine olasi etkileri, 6zellikle
makrofaj polarizasyonu iizerine etkisini arastirmaktir. Bu ¢aligmanin hipotezi; kanser
hiicrelerinden ifade edilen apelin peptidinin kanser mikrogevresinde bulunan
makrofajlarin M2 tip yoniinde polarize olmasini indiiklemektedir. Bu amag

dogrultusunda, SCCL MTI1 hiicrelerinde apelin ifadesini baskilamak amaciyla



lentiviral shRNA yontemi kullanilmistir. Apelin ifadesi baskilanan hiicreler
TurboGFP 1g1mastyla ayirt edilmis ve puromisin seleksiyonuna tabi tutulmustur. Elde
edilen Ape (+) ve Ape (-) SCCL MT]1 hiicreleri miirin makrofaj hiicreleri olan
RAW264.7 hiicreleriyle ko-kiiltiire edilmistir. Olusturulan ko-kiiltiir gruplarinda aday
genlerin ifade degisiklikleri ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analizi ile
belirlenmistir. Gen ifade analizi RAW264.7 hiicrelerinde polarizasyonu gdsteren
sitokin genleri olan IL1, IL6, IL10, TNFA, TGFB i¢in yapilirken, apelin ifadesinin
baskilanmasinin SCCL MT1 hiicrelerinde migrasyon ve invazyon iizerine etkisi
CDH1, CDH2, Vimentin, Twist, Slug, Snail, CD44 genleri i¢in gerceklestirilmistir.
Anlamli degisiklik gerceklesen sitokin genlerinin protein diizeyindeki miktarlarini

belirlemek i¢in ELISA yontemi kullanilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1.Bas-Boyun Skuamoz Hiicre Karsinomasi
2.1.1. Epidemiyolojisi

Bas-boyun kanserleri (BBK) diinya capinda erkeklerde 8., kadinlarda ise 15.
sirada yer alan malignitedir ve yillik yaklasik 800.000 yeni vaka insidansina sahiptir
(Global Cancer Statistics, 2020). Bu vakalarin %90°1 histolojik olarak skuamoz hiicre
karsinomasi olarak siniflandirilmaktadir (Bray ve ark. 2018). Bas-boyun tiimorleri tist
solunum yolu mukozal epitel hiicreleri ve beslenme yolu (oral kavite, orofarinks,

larinks ve hipofarinks) epitel hiicrelerinden koken almaktadir (Sekil 2.1.).

Nazal Kavite

Farenks
Oral Kavite

Dudak

Larenks

Sekil 2.1. Bas-boyun kanserlerinin kdken aldig1 bolgeler.

Ag1z boslugu ve larengeal kanserler diinya ¢apinda en yaygin bas ve boyun
kanseridir. BBSHK goriilme siklig1 yiikselme trendinde olup, 2030 yilina kadar %30
artmas1 beklenmektedir (Kiiresel Kanser Go6zlemevi; GLOBOCAN; Bray ve ark.
2018).

Bas ve boyun kanserlerinin %90'imdan fazlasi, iist aerodinamik sistemin
mukozal astar epitelinden kaynaklanan bas ve boyun skuamdéz epitel hiicreli
karsinomdur (BBSHK; Ferlay ve ark. 2019). Bas ve boynun anatomik bdlgeleri baz
alindiginda bas ve boyun kanseri %44 oral kavite, %31 larenks ve %25 farenks
dagilimi gostermektedir. Goriiniis itibariyle homojen bir kokene sahip oldugu halde

karsinogenez sonrasi oldukca heterojen bir yapiya doniismektedir. Bunun sebebi



olarak gelistigi dokunun karmasik anatomisi gosterilebilir. Aynm1 zamanda bu
heterojenitenin bir diger sebebi de farkli etiyolojiler ve karsinogenezisi yonlendiren
cok cesitli molekiiler degisikliklerde olabilmektedir. BBSHK hastalarin yaklasik
%60°1 ileri evrelerde (III veya IV) teshis edilir ve hastalarin yaklagik %10'u uzak
metastaz yapmaktadir (Cohen ve ark. 2018).

Glineydogu Asya ve Avustralya gibi bolgelerde BBSHK'nin yiiksek prevalansi,
spesifik kanserojen igeren {iriinlerin tiikketimiyle iliskili bulunmustur. Human
papilloma virlis (HPV) ile artan orofaringeal enfeksiyon oranlari, A.B.D. ve Bati
Avrupa'da BBSHK'nin yiiksek prevalansina katkida bulunmaktadir (Hashibe ve ark.
2007; Mehanna 2013; Jiang ve ark. 2019). Genel olarak, erkeklerin BBSHK'ya
yakalanma siklig1 kadinlardan 2-4 kat daha fazladir. Viral olmayan BBSHK igin
ortalama tani yas1 66 iken, HPV kaynakli orofaringeal kanser ve Epstein—Barr viriisii
(EBV) kaynakli nazofarengeal kanser i¢in ortalama tanmi1 yas1 50°dir (Fung ve ark.
2016; Windon ve ark. 2018). BBSHK i¢in hayatta kalma siiresi son otuz yilda
artmustir. Ornegin, Siirveyans, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar (SEER; Surveillance,
Epidemiology, and End Results) kayitlarina gore, tiim yas gruplar1 ve anatomik
bolgeler analiz edildiginde, 5 yillik sagkalim 1992—-1996 doéneminde %55'ten 2002—
2006 doneminde %66'ya yiikselmistir (Pulte ve Brenner 2010). Yash hastalar (>75
yas) disinda tiim yas gruplarinda ve sagkalimin durgun oldugu larinks hari¢ tiim
anatomik bolgelerde iyilesmis sagkalim gosterilmistir. Hayatta kalmadaki iyilesme,
kismen, multimodel tedavi yaklagimlarinin gelismesinden ziyade, ileri prognoza sahip
bir popiilasyon olan HPV ile iliskili BBSHK'nin ortaya ¢ikmasina atfedilebilir. HPV
icin doku degerlendirmesi sonrasinda yapilan SEER analizi, HPV-pozitif BBSHK'l1
hastalarda iyilesmis sagkalimi gosterirken, HPV-negatif BBSHK'li hastalarda
gostermemektedir (Chaturvedi ve ark. 2011). Dogrudan BBSHK'nin neden oldugu
oliimlere ek olarak, bu kanser sebebiyle intihar eden vakalar siralamasinda pankreas
kanseri olanlardan (100.000 kiside 86.4 vaka) sonra ikinci en yiiksek intihar oranina
(100.000 kiside 63.4 vaka) sahiptir. Psikolojik sikintilar ve riskli yasam kalitesi
muhtemelen intiharin altinda yatan anahtar faktorlerdir (Osazuwa-Peters ve ark.

2018).



2.1.2. Risk Faktorleri

Epidemiyolojik ¢aligmalar, 2020 Diinya Saglk Orgiitii'nin (WHO; World
Health Organization) Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansit (IARC; International
Agency for Research on Cancer) tarafindan siniflandirilan BBSHK i¢in ¢ok ¢esitli risk
faktorlerini ortaya ¢ikarmistir. Bu risk faktorleri arasinda tiitiin ve alkol tiiketimi,
cevresel kirleticilere maruz kalma ve HPV/EBV gibi viral ajanlarla enfeksiyon yer
almaktadir. Ilging bir sekilde, cesitli risk faktorleri cografi veya kiiltiirel olarak
yayginlik gostermektedir. Tiitiin ve alkol tiiketimi cografi olarak en yaygin olarak
ortaya ¢ikan yiiksek riskli faktorlerdir. Her iki maddenin de yogun kullanicilarinin
BBSHK gelistirme riski >35 kat daha yiiksektir (Blot ve ark. 1988). Baz1 Asya-Pasifik
poplilasyonlar1 arasinda agiz boslugu kanseri, areca fistig1 (Areca catechu), betel
yapragi (the leaf of Piper betle), sondiiriilmiis misket limonu ve tiitiinlin yan1 sira yerel
geleneklere gore kullanilan baharatlarla iligkilendirilmistir. Areca fistig1 veya betel
yapragi lrlinlerinin kullanimi, Hindistan'da (Hintli erkeklerde ve kadinlarda sirasiyla
birinci ve dordiincii en yaygin kanser), Tayvan'da ve Cin anakarasindaki bazi
bolgelerde 6zellikle yiiksek agiz boslugu kanseri oranlari ile baglantilidir (Zhang ve
ark. 2018). Genel olarak, HPV (-) BBSHK insidansi i¢in yliksek erkek/kadin oranlari,
yukarida bahsedilen madde kullanimlar1 dahil olmak iizere cinsiyete 6zgii degisebilen

risk durumlarin1 géstermektedir (WHO Global Report, 2015).

Elektronik sigaralarin BBSHK riski iizerindeki etkisi bilinmemektedir ancak
ontimiizdeki yillarda ortaya cikacaktir. Organik ve inorganik kimyasallar ve ayrica
partikiil maddeler dahil kanserojen hava kirleticilerine maruz kalma, o6zellikle
Hindistan ve Cin gibi hava kirliliginin kotiilestigi gelismekte olan {iilkelerde ve
bolgelerde BBSHK i¢in bir risk faktoriidiir (Datta ve ark. 2014). Diger risk faktorleri
arasinda yaslanma, kotii agiz hijyeni ve sebzeler acisindan eksik beslenme yer
almaktadir (Guha ve ark. 2007; Freedman ve ark. 2008). Enfeksiyoz ajanlar agisindan,
HPV ve EBV ile kalict enfeksiyon, sirasiyla orofarenks ve nazofarenksten
kaynaklanan BBSHK i¢in bilinen etiyolojik risk faktorleridir (Hennessey ve ark. 2009;
Tseng ve ark. 2020). HPV pozitif BBSHK insidans i¢in erkek/kadin orani 3-6 kat
arasinda degismektedir (Viens ve ark. 2016), bu da anogenital HPV enfeksiyonunun
benzer prevalanslarina ragmen erkeklerde daha yiiksek persistan orofaringeal HPV

enfeksiyonu oranlart ile agiklanmaktadir (Gillison ve ark. 2012; Gillison ve ark. 2015).
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Genetik faktorler de BBSHK riskine katkida bulunur. Bozulmus DNA onarim
mekanizmalari ile karakterize, nadir goriilen kalitsal bir genetik hastalik olan Fanconi
anemisi olan bireylerde (FANC gen mutasyonuna sahip), 6zellikle agiz boslugu
kanserleri olan BBSHK gelisme riski 500-700 kat artmistir (Velleuer ve Dietrich
2014). Fanconi anemisi olan hastalarin BBSHK gelistirme egiliminden sorumlu
mekanizmalar  bilinmemekle birlikte, Fanconi anemi yolagi genlerindeki

degisikliklerin bir rolii olmast muhtemeldir.

Meta analizler, kanserojen metabolizmasinda ve bagisiklikta yer alan genlerdeki
polimorfizmlerin, CTLA4 (rs231775 ve rs4553808), IL10 (1082A> G), sitokrom P450
1A1 (CYP1AL; 462Val) ve glutatyon S-transferaz M1’in (GSTM1; bos polimorfizm)
etkili olabilecegini gdstermistir (Cadoni ve ark. 2012; Fang ve ark. 2018). Bu nedenle,
karsinojenleri metabolize etme yeteneginin azalmasi ve bagisiklik sisteminin
zayiflamas1 BBSHK'ye katkida bulunabilmektedir. Tiitlin iiriinlerinin kullaniminin
azalmasi, ag1z sagliginin iyilestirilmesi ve yaygin HPV agilamasi, BBSHK'nin kiiresel

insidansini azaltmaya yardimci olacaktir (Chan ve ark. 2017).

2.1.3. Tam

BBSHK tanisi, primer timoér ve/veya boyun kitlesinin biyopsisi ile
konulmaktadir (Pynnonen ve ark. 2017). Biyopsi yontemi lezyonun konumuna
baglidir. Primer tiimorlere tipik olarak cup forseps, insizyonel biyopsi veya eksizyonel
biyopsi ile yaklasilirken siipheli servikal boyun kitlesine ince igne aspirasyonu (FNA;
fine needle aspiration) yapilmalidir. Bir boyun kitlesinin eksizyonel biyopsisi, FNA
biyopsi oOrnegi kalict olarak tanisal olmadigi, kesitsel goriintileme veya
panendoskopide birincil bolge belirlenmedigi ve/veya eszamanli servikal olmayan

lenfadenopati nedeniyle lenfoma siiphesi olmadig: siirece 6nerilmemektedir.

BBSHK, iist solunum-sindirim mukozasinin tabakali epitelinden tiiretildigi i¢in,
histopatolojik spektrum, hiicresel atipi ve skuaméz farklilasmanin boyutu ile
karakterize edilmektedir. Iyi diferansiye bir tiimér, en klasik olarak bir 'keratin inci'
olarak adlandirilan, diizensiz keratinizasyonlu katmanlar halinde organize olan olgun

goriinen hiicreler ile tabakali epitelden olusmaktadir. Kot farklilasmis bir tiimor,
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minimal organize tabakalagma veya keratinizasyon ile niikleer pleomorfizm ve atipik
mitozlu olgunlasmamis hiicreler ile karakterize edilmektedir. Ayrica gozlemlenen
skuamoz farklilasma derecesi etiyoloji ile yakindan iliskilendirilmektedir. HPV (-)
BBSHK!'ler, tabakalasma ve keratinizasyonun korunmasiyla daha sik, orta veya iyi
farklilasirken, HPV (+) BBSHK'ler histopatolojik analizde zayif sekilde farklilasir ve
hatta bazaloid morfolojisi gostermektedirler (Pai ve Westra 2009).

BBSHK tanisi genellikle hematoksilen ve eozin boyama ile rutin histopatoloji
temelinde yapilabilmektedir. Ancak, kotii diferansiye veya bazaloid tlimorlerde,
epitelyal kokeni dogrulamak icin immiinohistokimyal analizler gerekli olmaktadir.
BBSHK tiimorleri rutin olarak pansitokeratin antikorlar1 ve sitokeratin 5, sitokeratin 6
ve p63 antikorlart dahil olmak iizere skuamoz farklilasma belirtegleri ile
boyanmaktadir (Yi ve ark. 2017). Modern evreleme ve prognozun ana belirleyicisi
oldugundan, tiim orofaringeal veya bilinmeyen primer tiimorler i¢cin HPV testi zorunlu
tutulmaktadir. HPV durumunun belirlenmesi icin, E6 ve E7 mRNA (ters
transkripsiyon PZR ile), HPV DNA (PCR veya in situ hibridizasyon ile) veya hiicre
dongiisti proteini pl6INK4A (immiinohistokimya ile) (Taberna ve ark. 2017) dahil
olmak iizere bir¢ok teknik mevcuttur. Amerikan Patologlar Heyet'inin (The College of
American Pathologists) konsensus Onerileri, timor hiicrelerinin >%70'inde yaygin
niikleer ve sitoplazmik boyanma tani1 esigi ile, p16INK4A i¢in immiinohistokimya ile
HPV i¢in yeni teshis edilen tiim orofaringeal kanserlerin test edilmesini igermektedir
(Lewis ve ark. 2018). Ek olarak, p16INK4A seviyesi, HPV enfeksiyonunun dogrudan
bir Olgiisii degildir. pl6INK4A, RB'nin (Retinablastom proteini) bozunmasi
durumunda yukar1 regiile edilir ve bu nedenle onkoprotein E7'nin seviyeleri i¢in

islevsel bir aday olmaktadir.

2.1.4. Tedavi

Her bir hastaya yonelik tedavi yaklasimi anatomik alt bdlge, evre, hastalik
ozellikleri, fonksiyonel hususlar ve hasta istekleri tarafindan yonlendirilmektedir.
Lokal veya bolgesel olarak sinirli BBSHK i¢in kiiratif tedaviler rezeksiyon, radyasyon
ve sistemik tedavidir. Tedavi planlamasi, organin fonksiyonun korunmasini saglarken,
en yiiksek kiiratif yaklasimi1 hedeflemelidir. Klinik nodal tutulumu olmayan veya

sadece tek bir nod tutulumu olan hastalarda, tek miidahale (rezeksiyon veya



radyasyon) ile %80'in iizerinde tedavi oranlar1 elde edilebilmektedir (Lee ve ark.
2018). Agiz boslugu kanserleri i¢in cerrahi, faringeal ve laringeal kanserler icin
radyasyon daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Laringeal kanserler i¢in, orta derecede
hipofraksiyone radyasyon programi, standart radyasyon tedavisine gore daha iyi lokal-
bolgesel kontrol ve sagkalim ile sonu¢lanmaktadir (Lyhne ve ark. 2015). Transoral
robotik veya lazer rezeksiyon ve larinks koruyucu parsiyel larenjektomi dahil olmak
iizere minimal invaziv rezeksiyondaki gelismeler ve ayrica iyilestirilmis rekonstriiktif
teknikler, birincil cerrahi tedavi endikasyonlarini genisletmistir (Weinstein ve ark.
2012; Forastiere ve ark. 2018). Drenaj yapan servikal lenf nodlarinda olusan gizli
metastazlar, kii¢iik invaziv primer tiimorii olan hastalarda bile mevcut olabilir ve
elektif boyun diseksiyonu kullanimi sagkalimi iyilestirmektedir (D’Cruz ve ark.
2015). Tek yonlii radyasyon veya cerrahi sonrast tedavinin basarisiz olmasi
durumunda, alternatif bir tedavi yaklasimi ile kurtarma, ytliksek bir tedavi sans1 sunar
(Forastiere ve ark. 2003; Forastiere ve ark. 2018). Daha ileri tiimdr evresi olan hastalar
icin, patolojik risk faktorleri tarafindan yonlendirilen postoperatif radyasyon veya
kemoradyasyon, niiks riskini azaltmakta ve sagkalimi iyilestirmektedir. Artmis niiks
riskinin gostergesi olan patolojik 6zellikler arasinda ekstra nodal genisleme, yakin
veya ilgili cerrahi sinirlar veya perindral invazyon; bunlar mevcut oldugunda,
radyasyonla birlikte yiiksek doz sisplatin kemoterapisinin uygulanmasi sagkalimi1 daha
da iyilestirmektedir ve en yiiksek risk gruplarinda sagkalimi etkilemektedir (Cooper

ve ark. 2004).

HPV (+) orofaringeal kanserli ve besten fazla diigiimii olan hastalarda >%50
uzak metastaz olasiligi vardir. Bu tiir hastalar, kemoterapinin mikrometastazlar
izerindeki potansiyel olumlu etkisi géz oniine alindiginda, ilk cerrahi tedavi i¢in de
zay1f adaylardir (Lee ve ark. 2018). Kemoradyoterapi ile kesin tedavi, ileri T evresi
(=T3) olan, birden fazla tutulmus diigiimii veya tek bir hacimli diigiimii olan hastalarda
ve organ islevinin korunmasi i¢in cerrahi olmayan tedavi olarak Onerilmektedir.
Standart kemoterapi rejimi, her 3 haftada bir 100 mg/m?de verilen tek ajanh
sisplatindir ve agirlikli olarak HPV (-) bir popiilasyonda 3 yillik sagkalim %37'dir.
Bununla birlikte, 6nceden var olan isitme kaybi1 veya bobrek hasari nedeniyle yiiksek
doz sisplatin i¢in zayif aday olan hastalarda, haftalik 40 mg/m? sisplatin uygulamasi

karsilastirilabilir bir sonuca ulastirmaktadir (Bauml ve ark. 2019).



HPYV ile iligkili orofaringeal kanserli, kiiclik tiimorlii veya hafif sigara oykiisii
olan hastalarin istisnai olarak yiiksek sagkalima sahip oldugu goriilmiistiir (Fakry ve
ark. 2008; Ang ve ark. 2010). Agirlikli olarak tedaviye daha direncli HPV (-)
popiilasyonda degerlendirilen agresif multimodalite tedavi rejimleri uygulanmistir.
Ancak boyle bir tam doz tedavinin toksisitelerinin ve risklerinin her zaman garanti
edilip edilmedigi sorusunu giindeme getirmistir. Bir dizi tek yonlii ¢alisma, sigara
icmeyen ve biiylik hacimli tlimorleri olmayanlarda, indiiksiyon kemoterapisine verilen
yanitin, radyasyon dozunun 70 Gy'den 54 Gy'ye giivenli bir sekilde diisiirtilebildigi
olglide radyasyon duyarliligimi 6ngdrdiigiinii gostermektedir (Marur ve ark. 2017).

Bununla birlikte, bu yaklagimi dogrulamak i¢in randomize ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

2.1.5. Immiinoterapétik Yaklasimlar

Tekrarlayan veya metastatik BBSHK'li hastalar arasinda, bazilar1 kurtarma
rezeksiyonu, yeniden 1sinlama (Ozellikle nazofaringeal kanser icin) veya
metastazektomi (6zellikle HPV (+) kanser icin) ile tedavi edilebilmektedir (Fakry ve
ark. 2014). Kalan hastalar sistemik tedavi i¢in diisiiniilmektedir. Birinci basamak
tedavi, altta yatan bir otoimmiin bozukluk nedeniyle immiinoterapiye kontrendikasyon
olmadike¢a, programlanmig 6liim ligand-1 (PDL1) eksprese eden tiimdorleri veya mikro
uydu instabilitesi olan hastalarda programlanmis hiicre 6liimii proteini-1'e (PD1) kars1
bir IgG4 insanlastirilmis antikor olan immiin kontrol noktasit inhibitorii
pembrolizumabr  igermektedir. Bir faz III ¢aligmasinda, pembrolizumab
monoterapisini veya pembrolizumab ile platinlestirici bir ajan ve 5-florourasil
kombinasyonunu ayni kemoterapi ile setuksimab ile kombinasyonu karsilastirmistir
(Burtness ve ark. 2019). Kemoterapi+pembrolizumab, kemoterapi+setuksimab ile
degerlendirildiginde (sirastyla 10,7 aya karst 13 ay; HR 0,77, P=0,0034),
karsilagtirilabilir yanit ve toksisite sonuglariyla genel sagkalimi (Overall Survival; OS)
iyilestirmistir. Tek basina pembrolizumab, BBSHK'li tiim hastalar arasinda
kombinasyon kemoterapisi art1 setuksimabdan daha diistik degildir (sirasiyla medyan
OS 11,6 ay ve 10,7 ay; HR 0,85). >20 veya >1 kombine pozitif skor (CPS; combine
positive score) olarak tanimlanan biyobelirteg PDL1 ekspresyonu olan hastalar
arasinda pembrolizumab monoterapisi i¢in sagkalim, kemoterapi+setuksimabtan daha
istiin bulunmustur (sirastyla 14,9'a karst 12,3 ay). Bununla birlikte, kemoterapi

kombinasyonu i¢in yanit gosteren hastalarin orani1 daha ytiksektir. Bu nedenle bir¢cok
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uzman, hastalik yiikii daha yiiksek olan hastalarda ve daha semptomatik olanlarda
pembrolizumab ve kemoterapi kombinasyonunu tercih etmektedir. Pembrolizumab
monoterapisini ise daha diisiik tiimér hacmine ve en yliksek PDL1 ekspresyonuna
sahip olanlara ayirmaktadir. Bagisiklik kontrol noktasi inhibisyonu ile tedavi edilen
BBSHK'li hastalarin kiigiik bir kismi, siklikla hiperprogresyon olarak adlandirilan
hizlandirilmis hastalik progresyonu yasayabilmektedir (Saada-Bouzid ve ark. 2017).
Hiperprogresyon, HPV (-) hastalarda veya hacimli lokal veya bolgesel niiksii olanlarda
ve kemoterapi olmadan immiinoterapi kullanildiginda daha olasidir. Hiperprogresyon
daha kotii bir sonugla iligkilendirilse de, bu ortamda kemoterapiye objektif ve hatta
kalic1 yanitlar gdzlemlenebilmektedir. Hastalik kontroliinii en iist diizeye ¢ikarmak ve
tedavide hizli degisiklik saglamak onemlidir (Saleh ve ark. 2019). Pndmonit, kolit
veya diger organ yaralanmalar1 gibi bagisiklikla ilgili advers olaylar yasayan
hastalarda tedaviye ara verilmesi ve sistemik kortikosteroidler endike olmaktadir
(Puzanov ve ark. 2017). Metastatik ve/veya tekrarlayan BBSHK'li hastalar i¢in, yeni
immiinoterapilerin yan1 sira ¢ok hedefli kinaz inhibitorleri ve diger anti-anjiyogenik
ajanlar ile umut verici immiin kontrol noktasi inhibisyon kombinasyonlarini arastiran

bir¢ok klinik ¢aligma mevcuttur (Taylor ve ark. 2020).

Tedavi boyunca semptom ydnetimi, fonksiyonel rehabilitasyon ve palyatif
bakim hizmetlerinin uygun sekilde dahil edilmesi, hastalar i¢in performans durumunu

ve yasam kalitesini korumanin anahtaridir.

2.2.Makrofajlar

2.2.1. Kokeni ve Genel Bilgi

Makrofajlar ilk olarak Metchnikoff (Metchnikoff 1853) tarafindan adaptif
bagisiklik mekanizmalarindan yoksun ilkel hayvanlar {izerinde yaptig1 caligmalar
sirasinda tanimlanmistir. Hiicrelere, Yunanca fajin (yemek igin) ve sitler (hiicreler)
'den fagosit adi verilmistir. Daha sonra makrofajlar, giincel haliyle 1970'lerin
ortalarinda Steinman ve Cohn (1973) tarafindan kesfedildikten sonra dahil edilen
monositler ve dendritik hiicreler (DH'ler) ile birlikte van Furth ve Cohn (1968)
tarafindan kurulan mononiikleer fagosit sisteminin bir pargasi olarak siniflandirilmigtir

(Merad ve ark. 2013; Mildner ve Jung 2014). Mononiikleer fagosit kavrami,
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yetiskinlikte dokuda yerlesik makrofajlara kemik iligi (Ki) tiirevli kan monositleri
tarafindan siirekli kaynak saglandigini ileri siirmektedir (van Furth ve ark. 1972).
Bununla birlikte, doku makrofajlar1 ve kan monositleri arasindaki dogal gelisimsel
baglanti fikri, yillar boyunca tartisilmigtir. Kendi kendini yenilemeye dayanan yetiskin
doku makrofajlarinin uzun siireli kalicilig1 iyi bilinmektedir. Ayrica, dolasimdaki
monositlerin ortaya ¢ikmasindan 6nce belirli embriyonik makrofaj popiilasyonlar
olusturulmaktadir. Son olarak, monositopenik hayvanlar goriinliste normal doku
makrofaj popiilasyonu sergiler ve dokuda yerlesik makrofajlarin sayisi da
monositopeniden muzdarip hastalarda biiyiik 6l¢iide etkilenmemektedir (Ginhoux ve
Jung 2014). Yapilan deneyler, bu hiicrelerin monositik olmayabilecegini ortaya

cikarmistir ve bdylece monosit-makrofaj ekseninin revizyonuna yol agmustir.

Makrofajlar, mezoderm kaynakli hematopoietik hiicrelerdir. Embriyonik
hematopoez, bagimsiz dalgalar halinde meydana gelir ve organlar arasinda zamansal
ve mekansal olarak koordineli bir sekilde yer degistirmektedir. Kemirgenlerde, ilk
dalga genellikle gecici olarak kabul edilir ve ekstraembriyonik yolk kesesinin kan
adalarinda embriyonik 7. giinde (E7) baslamaktadir. Ilkel ¢ekirdekli eritrositler ve
miyeloid hiicreleri iiretir ancak lenfosit tiretememektedir (Palis ve ark. 1999; Bertrand
ve ark. 2015). Dalak ve Ki gibi dogum sonrasi miirin birincil hematopoietik organlari,
dolasgim sistemi yoluyla fetal karaciger kaynakli hematopoietik progenitorler
tarafindan kolonize edilmektedir ve nihayetinde 6zel nislerde hematopoietik kok
hiicrelere (HKH'ler) ev sahipligi yapmaktadirlar (Cumano ve Godin 2007; Orkin ve
Zon 2008).

Embriyonik makrofajlarin yetiskinlige kadar devam edip etmedigi ve eger
Oyleyse, bu hiicrelerin ve dolayisiyla ilkel hematopoezin yetiskin doku makrofajlara
onemli 6l¢iide katkida bulunup bulunmadigi uzun siiredir belirsizligini korumaktadir.
Ancak ilkel olmayan hematopoezde se¢ici mutant farelerin analizinde, yakin zamanda
yolk kesesinden tiiretilen hiicrelerin gercekten de erigkin dokularinda yerlesik
makrofaj popiilasyonlarinin bir pargasi olabilecegini ortaya koymustur (Schulz ve ark.
2012). Spesifik olarak, bu deneyler, Myb transkripsiyon faktoriiniin yolk sac
miyelopoezi i¢in vazgecilmez oldugu, ancak kesin HKH tiirevli hematopoez igin
gerekli oldugu gergeginden yararlanmistir (Sumner ve ark. 2000; Lieu ve Reddy
2009). Ilging bir sekilde, Myb eksikligi olan embriyolar, karaciger Kupffer hiicreleri
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(KH), epidermis Langerhans hiicreleri (LH) ve beyin mikroglia hiicreleri dahil olmak
iizere birgok organda normal dokuda yerlesik makrofajlar1 barindirmaktadir (Schulz
ve ark. 2012). Kayda deger bir sekilde, bu veriler, kesin hematopoez yoklugunda,
normal dogum sonras1 dokuda yerlesik makrofaj popiilasyonlart da sergileyen Myb

mutant zebra baligindaki gozlemlerle tutarli bulunmustur (Soza-Ried ve ark. 2010).

2.2.2. Fizyolojik Onemi

Metchnikoff’un kesfinden sonra fagositoz isleminin baslangicta doku
emiliminin homeostatik siireclerinde ve besinlerin alinmasinda rol oynadigi kabul
edilmigtir. Daha sonra Metchnikoff, bu siirecin viicudu isgalcilere karst korumak igin
de kullanilabilecegi sonucuna varmigtir. Makrofajlar, viicuttaki hemen hemen tiim
dokularda bulunur. Demir, bilirubin, kalsiyum, lipitler ve amino asitlerin
metabolizmasinda rol alirlar ve viicutta bu maddelerin oldukga sabit seviyelerde
tutulmasina katkida bulunurlar (Suda ve ark. 1992; Kostelli ve ark. 2010). Bu
homeostatik islevlerin ¢ogu, denizyildizinda 100 yildan daha uzun bir siire dnce
tanimlanan ilkel bir siire¢ olan efferositoz ile ilgilidir. Makrofajlar fagositozu, 6l
hiicre ve doku kalintilarinin uzaklastirilmasina ve geri doniistiiriilmesi siireclerinde
kullanir. Aksi takdirde birikmeleri durumunda organ islevi engellemektedir. Bu tiir bir
temizleme tiim organizmalarda meydana gelir ve adaptif immiin yanitlarin yoklugunda

bozulmadan islemektedir.

Yiiksek omurgalilarin erken embriyonik donemlerinde, kan damarlarinin
gelismesinden once, doku makrofajlari iyilesme ve doku yenilenmesi siirecine katkida
bulunmaktadir. Makrofajlar, tipik olarak dokuda yerlesik tek "bagisiklik" hiicreleri
olduklart i¢in Onemli rollere sahiptirler. G6z (Chinnery ve ark. 2017), eklem
(Kurowska ve Alivernini 2017), meme bezi (Chua ve ark. 2010) ve yumurtaliklarda
(Wu ve ark. 2004) yerlesik makrofajlar, dokulardan gelen giris sinyalleri entegre
ederek ve komsu stromal hiicrelere talimatlar gondererek doku biitiinliiglini
korunmasini saglamaktadir. Ayrica, inflamasyonun kontroliinde ve ilerlemesinde
regiilator gérev yapmaktadirlar. Kisacasi viicuttaki her organda bulunan tek hiicre tipi
makrofajlardir. Makrofajlar, epidermiste, korneada ve kan damarlarmin bulunmadig:
eklemlerin i¢ kisimlarinda da bulunmaktadir. Bu baglamda makrofajlar, dokulardan

bilgi toplanmasi ve gerekli reaksiyonlarin tetiklenmesinde islev goéren hayati
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hiicrelerdir. Bu reaksiyonlar tipik olarak o organin giinliik ¢alismasi i¢in gerekli olan

fizyolojik islevlerle ilgilidir.

Makrofajlar, mikro ortami algilayabilen ve organin ihtiyaclarina cevap
verebilen hiicreler olarak bir¢cok farkli durumda tanimlanmistir. Metchnikoff'un
belirttigi gibi, makrofajlar her zaman denge ararlar, ancak ayni zamanda organin
benzersiz bireysel islevlerini yerine getirmesine yardimci olurlar. Ornegin;
makrofajlar hamilelik sirasinda hormonlardan gelen sinyalleri algilarlar ve
embriyonun reddedilecegi bir ortamda gelismesine izin vermek icin bagisiklik
toleransli bir ortamin olusturulmasini saglarlar. Ayni zamanda plasentanin olugsmasina
da yardimci olurlar. Bu ortam olusturulmadan fetal gelisim ger¢eklesmemektedir
(Renaud ve ark. 2008). Kalpteki makrofajlar, kardiyomiyositlerle etkilesime girer,
onlar1 algilar ve repolarizasyonlarin1 hizlandirarak kalp iletimini siirdiirtirler.
Makrofajlarin tiikkenmesi ilerleyici atriyoventrikiiler blogu indiikler (Hulsmans ve ark.
2017). Yapilan ¢alismalar, makrofajlarin dokulardan ozmotik sinyalleri iletebildigini
ve yliksek tuzlu diyetle beslenen fare ve si¢anlarda kan basincini kontrol edebildigini
gostermistir (McHnik ve ark. 2009). Aslinda makrofajlar, NaCl hipertonisitesinden
kaynaklanan sinyalleri taniyabilir ve yiiksek tuz konsantrasyonu yoniinde hareket
edebilirler (Miiller ve ark. 2013). Bunlar, bu hiicrelerin en 6nemli islevi olan
homeostazi korumak i¢in sadece birkac 6rnektir. Makrofajlar doniistiiriicii olarak islev
gorerek bulunduklari ortamlar1 yorumlar ve dengeyi korumak ic¢in komsu hiicreleri
uyarmaktadir. Hiicre dis1 matrisi yeniden sekillendiren matris metaloproteinazlari ve
anjiyogenezi indiikleyen trombospondini ve vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinii
(VEGF), yara iyilesmesini destekleyen biiytime faktorlerini icerebilmektedir. Tiim bu
fonksiyonlar1 ele alindiginda makrofajlar1 yalnizca “bagisiklik hiicresi” olarak

diisiinmek uygun degildir.

2.2.3. Makrofaj Polarizasyonu

Makrofajlar, mikrogevresel ipuglarina tepki verebilen plastisitesi yiiksek
hiicreler olduklarindan, lipopolisakkarit (LPS) gibi patojenle iligkili paternleri
(PAMP'ler) tantyan ve ilk yanit veren hiicreler arasindadir (Kawai ve Akira 2010).
LPS, transkripsiyon faktorlerini 6rnegin; interferon diizenleyici faktorler (IRF'ler) ve

niikleer faktdr kappaB (NF-kB) aktive etmek icin makrofajlarin yiizeyindeki Toll
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benzeri reseptér 4'ii (TLR4) inaktive ederek inflamatuar yanit olusturmaktadir.
Uyarilan makrofajlar; IL1B, IL6 ve TNFa dahil ¢esitli pro-inflamatuar sitokinleri
salgilayarak, patojenik hasara kars1 savagmak i¢in daha fazla makrofaj ve l6kositin

yang1 alanina toplanmasini kolaylastirmaktadir (Malyshev ve Malyshev 2015).

Hasarli mikrogevrelerde, inflamatuar sitokinlerin yogun salinimi, genel doku
onarimi i¢in potansiyel olarak zararlidir. Bu sebeple makrofajlar, hasarli hiicreler
tarafindan salinan sitokinler IL4 ve IL13'e yanit vererek, Janus kinaz-sinyal
doniistiirticiiler ve transkripsiyon aktivatorleri (JAK-STAT) yoluyla STAT6
transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu ile sonuclanir. STAT6 arginaz (Argl) ve
rezistin benzeri molekiil o gibi genleri etkin bir sekilde uyararak anti-inflamatuar
reaksiyonunun olugmasini saglamaktadir (Takeda ve ark. 1996; Gordon ve Martinez
2010). Bu gen diizenleyici yolaklar, daha fazla uyarilmis makrofajin olusturulmasini,
bagisiklik diizenleyici sitokinlerin salinmasini, anjiyogenez ve bazal membranin
yeniden sekillenmesi gibi siireclerin indiiklenmesini kolaylastirmaktadir (Martinez ve

ark. 2009; van Dyken ve Locksley 2013).

Makrofajlarin farkli uyaranlar altindaki pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar
islevlerine dayanarak fenotiplerine gore siniflandirilmistir. M1 makrofajlar pro-
inflamatuar, LPS veya interferon gama (IFNy) tarafindan klasik olarak aktive
edilmistir. M2 makrofajlar ise anti-inflamatuar, 1L4, IL13 veya IL10 tarafindan
alternatif olarak aktive edilmistir (Italiani ve Boraschi 2014). Ilging bir sekilde, bu pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuar yolaklar birbiriyle birlesebilmektedir. Cogu zaman
hasar bolgeleri de patojen saldirisina karsi hassastir, bu nedenle hasarin eliminasyonu
icin makrofaj tiirleri arasinda bir denge gerekmektedir. Bu nedenle, hem islevleri
yerine getiren makrofajlar hem de M1 ve M2 spektrumunun tamamen disinda olan
makrofajlar dahil olmak iizere her iki makrofaj tiirii de bu ortamlarda bulunmaktadir
(Murray ve ark. 2014; Martinez ve Gordon 2014). Acikcas1 belirli bir ¢evre iginde,
belirli bir hastalik veya homeostatik durumda makrofaj islevleri karmagiktir. Bu
nedenle, makrofajlar 6nemli bir potansiyel terapdtik hedeftir (Zhou ve ark. 2014;
Malyshev ve Malyshev 2015).
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2.2.4. Makrofaj-Kanser iliskisi

Makrofajlarin ¢evrelerini algilama kapasitesi sadece fizyolojik degildir, ayn
zamanda kanser gibi hastaliklarin tan1 ve tedavisi i¢in de kullanilabilir. Kanser
tedavisinin en biiylik zorluklardan birisi, erken metastazin saptanamamasidir. Yakin
zamanda yapilan bir ¢aligmada; arginaz-1 promotoriiniin kontrolii altinda lusiferaz
ifade eden bir makrofaj gelistirilmigtir. Makrofajlar timoér mikrogevresine
cekildiginde, tiimorle iliskili bir profile (tlimorle iliskili makrofaj, TAM) sahip olur.
TAM’lar lusiferazi ifade etmeye baslar, bu durumda olas1 metastazi kolayca tespit
edilebilir (Aalipour ve ark. 2019). Makrofajlarin doniistiiriicti islevlerini daha iyi
anlamaya basladigimizda, makrofajlarin basit M1/M2 smiflandirmasinin yeterli
olmadigint ve bu hiicrelerin uyar1 bagimli sekilde maniiple olabilecegi agikca

goriilmektedir.

Makrofajlar, timor mikro ¢evresine (TME; tumor micro environment;) 16kosit
infiltrasyonunun biiyiik bir bilesenidir. Son birka¢c dekadda TAM'ar, timor
ilerlemesini bloke eden veya c¢ogaltan 10kositler, sitokinler ve inflamatuar aracilar
tizerindeki etkileri nedeniyle yogun bir calismanin konusu olmustur. Yalnizca
kanserde degil, diger hastaliklarin inflamasyon tablosu i¢in makrofajlarin kritik
gorevleri bir itici gli¢ olarak tanimlanmigtir. Bilindigi iizere, inflamatuar barsak
hastalig, silikoz ve asbestoz gibi hastaliklardan kaynaklanan kronik inflamasyon, bu
bolgeleri kanser gelisimine yatkin hale getirmektedir. Ilging bir sekilde, makrofajlar,
bir yandan tiimor elimasyonunu tesvik ederken (M1), diger yandan artan tiimérogenezi
destekleyen (M2) farkli tiplere doniisebilmektedir. Yaklagik yarim yiizy1l nce yapilan
caligmalar, M1 makrofajlarinin yabanct maddeleri uzaklastirmak igin birincil
fizyolojik islevine uygun olarak tiimor hiicrelerini 6ldiirme ve uzaklastirma
kapasitesine sahip oldugunu gostermistir (Evans ve Alexander 1970). M1 hiicreleri,
TME i¢inde sitokin iiretimini baglatir ve pro-immdiin uyarici 16kositlerin alimi1 ve timor
hiicrelerinin fagositozu yoluyla tiimor hiicresi yikimini kolaylastirmaktadir. Bununla
birlikte, diger caligmalar, M2 makrofajlarinin timor yayiliminda merkezi bir role sahip
oldugunu gostermektedir (Wang ve Joyce 2010). M2 hiicreleri, bazal membran
parcalanmasi ve birikmesi, anjiyogenez, l6kositlerin toplanmasi ve genel bagisikligin
baskilanmasma katkilariyla hem birincil hem de metastatik bolgelerde tiimor

gelisimini yoOnlendirdigi ortaya konulmustur (Quail ve Joyce 2013). Normal
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homeostaz gibi, TME i¢indeki makrofajlarin M1 veya M2 durumlart ile sinirh
olmadigina dikkat etmek dnemlidir. Bu spektrumun i¢inde veya disinda bulunabilirler.
Polarizasyon durumundan bagimsiz olarak tiim makrofaj popiilasyonlarinin ortamdan
cikarilmast hem birincil hem de metastatik tiimorijenezde 6nemli bir azalma oldugu
icin potansiyel bir terapétik secenek olarak ortaya ¢ikmistir (Ostuni ve ark. 2015). Ote
yandan, makrofaj, polarizasyon durumundan bagimsiz olarak, mikrogevresel
ipuclarmin bir fonksiyonu olarak fenotipler arasinda gegis yapma yetenegi de dahil
olmak iizere, plastisite kapasitesini korumaktadir. Bu nedenle, TME igindeki makrofaj
fenotipinin immiin baskilayicidan immiin destekleyiciye degistirilmesi, su anda

terapoOtik uygulamalar icin arastirilmaktadir (Quail ve Joyce 2016).

2.2.5. Makrofajlarin Terapotik Kullanimi

Ilag yiiklii nanopartikiillerin dogru immiin sistemi uyarici ile ortama
verilmesiyle yliksek fagositik kapasiteye sahip makrofajlarin bir ilag tasiyici olarak,
kanser hiicrelerini dogrudan dldiirme yetenekleri biiyiik ilgi gérmektedir (Lee ve ark.
2016).  Ornegin, peritoneal — makrofajlar  toplanip  nanopargacik/lipozom
formiilasyonlariyla inkiibe edilerek ilacin makrofaja yiliklenmesi saglanmaktadir ve
daha sonra hayvanlara/hastalara geri infiize edilebilmektedir (Choi ve ark. 2012;
Madsen ve ark. 2012). In vivo olarak enjekte edilen ilaglar, siirekli salinim igin viicutta
yerlesik olan makrofajlar/TAM'lar tarafindan alinmaktadir (Tanei ve ark. 2016). Her
iki stratejide de ilaglarin dolagim yar1 dmriinii 6nemli dl¢lide arttirirken, makrofajin
uzun vadeli hayatta kalmasi ilacin toksisitesi ile sinirlidir. Bu nedenle ilaglarin ¢ogu,
akut toksisiteyi azaltmak icin makrofaj tasiyicisina nanopartikiil veya lipozom
formiilasyonlarina yiiklenerek kullanilmaktadir (Choi ve ark. 2012; Ikehara ve ark.
2016). ilacin makrofajlar icin toksik olmadig1 durumda, uygun formiilasyon, Dou ve
ark. (2006; 2009) tarafindan indinavir nanoparcacik yiiklii makrofajlar i¢in gosterildigi
gibi, yiiklenen ilacin makrofajlardan en az 2 haftaya kadar siirekli salinimini
saglamaktadir. Hiicre i¢i stabilitizayon amaciyla, uygun nanopargacik kapsiilleme
stratejileri kullanilarak proteinleri makrofajlara yiiklemek bile miimkiindiir (Klyachko
ve ark. 2014). Etkili ilag yliklemesi i¢in 6nemli olan, ilag yiiklii makrofajlarin tiimdre
goc etme yetenegidir. Chang ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir arastirmada,
makrofajlar tarafindan alinan nanopargaciklarin boyutunun, makrofajlarin hareket

kabiliyetini onemli olgiide degistirebildigini gdstermektedir. ayrica daha kiiciik
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nanoparcaciklarin (30 ve 50 nm), daha biiyiik nanoparcaciklara kiyasla (100 ve 500
nm) makrofajlar tarafindan daha yiiksek fagosite oldugu gosterilmistir. Makrofajlarin
gb¢ hizinin yavaglatilmasi i¢cin 100 nm nanopartikiillerin kullanilmasinin etkili ilag
yiikleme ve makrofaj go¢ii icin iyi bir denge sagladigini ileri siirmektedir (Chang ve
ark. 2013). Tasiyic1 makrofajlarda ilag aktivitesi {izerindeki kontrolii saglamak icin
makrofajlar tetiklenmis salinim igin sicakliga duyarli lipozomlar (ikehara ve ark.
2006), fototermal terapi icin altin silika nanokabuklar (Madsen ve ark. 2012) ve
elektromanyetik indiiksiyon ve ikili izleme kullanilarak demir oksit nanopargaciklari
ile yiiklenmektedir (Choi ve ark. 2012; Han ve ark. 2016). Amfifilik polimerle
modifiye edilmis iyon oksit (IO) ve altin (Au) nanopartikiillerle yapilan bir calismada
makrofajlarin, vakualizasyonunun ve polarizasyonunun arttig1 tespit edilmistir. Daha
kiigiik boyutlardaki nanopartikiillerin (4 nm) biiyiik boyutlardakine (14 nm) kiyasla
anlamli oranda makrofaj polarizasyonuna etki ettigi ve lizozomal hasara sebep oldugu
gosterilmistir. Makrofajlar tarafindan nanopartikiillerin alimi sirasinda biiyiik
miktarlarda vakuollerin olustugu, bunun bagisiklik tepkisini arttirdig1 ve makrofajlar

M1 polarizasyonuna dogru indiikledigini gostermistir (Cheng ve ark. 2019)

2.3.Apelin ve Apelin Reseptorii

Anjiyotensin reseptOrii-benzeri 1 olarak da adlandirilan apelin reseptorii
(APJ/APLNR) ilk olarak 1993 yilinda klonlanmistir. APJ, anjiyotensin II reseptdrii
(AT1) ile transmembran alanlarinda %54 homoloji ve tiim sekans i¢in %31 homolojiye
sahiptir. Bununla birlikte, APJ, anjiyotensin II'yi baglamamaktadir (O’Dowd ve ark.
1993). APJ reseptoriiniin ilk endojen ligandi olan Apelin, Tatemoto ark. (1998)

tarafindan si1gir mide ekstraktlarinda tanimlanmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Apelinin molekiiler yapis1 (Tatemoto ve ark. 1998).
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2.3.1. Apelinin Yapisi
Pre-pro-apelin, 77 amino asit biiyiikliiglinde bir 6ncii peptididir. Pre-pro-apelin
proteolitik kesim ile ¢esitli apelin peptidleri elde edilmektedir. Bu peptitler arasinda

apelin-36, apelin-17, apelin-13, apelin-12 ve pyr-apelin-13 bulunur (Zhang ve ark.
2018; Sekil 2.3.).

Apelin-55

Apelin-36

EEEE Aplin-17

CEEEEEEE@EE®® A

Pyr-Apelin-13

Sekil 2.3. Pre-pro-apelinin proteolitik kesimi ile olusan cesitli apelin peptidleri (Zhang
ve ark. 2018).

Pyr-apelin-13, APJ'ye yiiksek afinite ile en baglayici olanidir (Tatemoto ve ark.
1998). Apelin, beyin, karaciger, bobrek, kalp, akciger, gastrointestinal sistem, adrenal
bez, yag dokusu ve endotel gibi farkli dokularda eksprese edilmektedir (Kadowaki ve
Yamauchi 2005). Apelin, bir G proteini bagh reseptore (APJ) baglanarak ERK ve
PI3K/Akt yolaklarinin aktivasyonuyla sonuglanan bir dizi sinyalizasyon iizerinden

etki etmektedir (Carpéné ve ark. 2007).
2.3.2. Apelinin Fizyolojik Rolii

Apelinin fizyolojik fonksiyonlar1 arasinda kan basinci kontrolii, insiilin ve
histamin salinimin regiilasyonu, anjiyogenez ve sivi ve gida alimiin hipotalamik
regiilasyonu bulunmaktadir (Boucher ve ark. 2005). Bu adipositokinin hiperinsiilinemi
ve diabetes mellitus (DM) tip 2 patogenezi ile giiclii bir korelasyonu varken, viicut
kiitle endeksi (BMI; body mass index;) ve dolasimdaki apelin seviyeleri arasinda agik

bir iliski yoktur (Castan ve ark. 2011; Cavallo ve ark. 2012).
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2.3.3. Apelinin Karsinogenezdeki Rolii

Yiiksek apelin seviyeleri, kanser progresyonu i¢in potansiyel bir belirte¢ olarak
gorev yapan kolanjiyokarsinom, prostat, oral, yumurtalik, kolon, endometriyal,
akciger ve gastroozofageal kanserlerle iligkilendirilmistir. Apelin, artan proliferasyon,
gbg, invazyon ve apoptoza direng yoluyla metastazi tesvik edebilir (Lacquaniti ve ark.
2015; Wysocka ve ark. 2018). Apelin seviyesi kiiciik hiicreli dist akciger kanseri
(NSCLC; non small cell lung cancer) orneklerinde normal akciger dokusuna gore
artmis ve yliksek apelin diizeyleri hastanin genel sagkaliminin kotii olmasi ile iligkili
bulunmustur (Berta ve ark. 2010). Hepatoseliiler karsinom tiimdrlerinde (Lin ve
Chuang 2013) ve insan kolon adenomlarinda ve adenokarsinomlarinda saglikli dokuya
kiyasla daha yliksek apelin ve APJ ekspresyon seviyeleri saptanmistir. Ekzojen
apelinin, kolon kanseri hiicreleri tizerinde anti-apoptotik etkilere sahip oldugu
bulunmustur (Picault ve ark. 2014). Insan kolon kanseri hiicre hatlarinda bu peptidin
JAG-1/Notch3 sinyal yolu tlizerinden proliferasyonu arttirdig: tespit edilmistir (Chen
ve ark. 2017). Hiicre gogii, embriyogenez, yara iyilesmesi, anjiyogenez ve metastaz
gibi bircok fizyolojik ve patolojik siiregte Onemli bir rol oynamaktadir. Hiicre
hareketinin diizenlenmesinde rol oynayan ana faktorlerden biri, aktin hiicre iskeletidir
(Blanchoin ve ark. 2014). Aktin, kas kasilmasi, hiicre motilitesi, adezyon ve seklinin
korunmasi gibi birgok farkl: siiregle iligkili konservatif bir proteindir (Khaitlina 2007,
Simiczyjew ve ark. 2017). Aktin hiicre iskeletinin organizasyonu, aktin monomerik ve
polimerlestirilmis (filamentli) formu arasindaki dinamik dengeyi diizenleyen c¢oklu
aktin baglayic1 proteinler (ABP; actin binding protein) bulunmaktadir. Bu oran kanser
hiicrelerinde bozulabilir (Gross 2013). ABP'lerden biri, hem monomerik hem de
filamentli aktin ile etkilesime giren kofilindir. Bu protein, aktin hiicre iskeletinin
dinamik olarak yeniden sekillenmesini etkiler ve iki sekilde hareket edebilir. Bunlar;
aktin filamanlarinin kesilmesi ve monomerlerin aktin filamanlardan ayrilmasini
saglayarak depolimerizasyon hizinin arttirilmasi saglanmaktadir (Bravo-Cordero ve
ark. 2013). Ayrica apelinden etkilenen kofilinin akciger kanseri hiicrelerinin go¢iinii

uyarabilecegini gostermistir (Sekil 2.4; Lv ve ark. 2016).
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Sekil 2.4. Apelin reseptorii ile aktive olan molekiiler yolaklar (Lv ve ark. 2016).

Gastro6zofagal kanserler {lizerine yapilan bir ¢aligmada, 53 skuamoz hiicre
karsinomasina sahip hasta ve 27 saglikli bireyde, apelin ekspresyonunun lenf nodu
metastazi olan tiimdr dokularinda ve serum seviyelerinde kontrole gore dnemli 6l¢iide
arttig1 bulunmustur. Bunun tersine evre-4 kanserli hastalarda ve nod/uzak metastazi
olan bireylerin serum diizeyinin ise azaldig1 tespit edilmistir (Diakowska ve ark. 2018).
Bir adipokin olan apelin ve reseptorii APJ, lenfatik invazyonu etkileyebilmektedir.
Obez endometriyal kanser hastalarinda serum apelin diizeyleri, normal BMI endeksine
sahip hastalarma gore daha yiiksek bulunmustur (Altinkaya ve ark. 2015). Yiiksek
dereceli ser6z yumurtalik kanseri tanisi alan 30 hasta {izerinde yapilan ¢alisma da ise
lenf nodu metastazinin apelin immiinoreaktivitesiyle giiclii iliski gosterdigi

bulunmustur (Unal ve ark. 2020)

Apelin ekspresyonu hipoksi, stres, aclik ve besleme gibi faktorler tarafindan
diizenlenmekte (Han ve ark. 2008; Izgut-Uysal ve ark. 2014) ve TNFa gibi inflamatuar
aracilar tarafindan indiiklenmektedir (Daviaud ve ark. 2006). Inflamatuar aracilar
tarafindan uyarilan apelin transkripsiyon aktivitesi ve bagirsak dokusunda
inflamasyon sirasinda artan apelin ekspresyonu gosterilmistir (Han ve ark. 2008).
Apelinin, kiiltirlenmis J774 makrofajlarinin iist fazindaki IL6 ve MCP-1 proteini
konsantrasyonlarin1 azalttig1 ve ayrica damar duvarinda makrofaj birikimini 6nledigi

bildirilmistir. Ayrica, LPS uyarilmasindan 6nce, pyr-apelin-13 ile 6n muamele, J774.1
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hiicrelerinde IL6'nin mRNA ekspresyonunu ve protein salgilanmasini1 dnemli dlciide
azaltmistir (Obara ve ark. 2014). Bununla birlikte, apelin, 16kositin inflamatuar
bolgeye gogiinde onemli bir rol oynayan VCAM-1, ICAM-1 ve E-selektin gibi
yapisma molekiillerinin ekspresyonunu modiile etmemektedir (Leeper ve ark. 2009).
Noral makrofajlar apelin ¢ok az ifade etse de (Choe ve ark. 2000), Leeper ve ark.
(2009) calismasinda, miirin monositlerinin ve makrofajlarin apelin reseptoriinii
eksprese ettigini, bu da makrofajlarin APJ yoluyla apeline yanit verdigini gostermistir.
Kiiltiire edilmis hiicrelerde inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin ifadesini

diizenleyen apelinin anti-inflamatuar etkisi gosterilmistir (Leeper ve ark. 2009).

2.4. Gen Ifadesinin Manipiilasyonu

Gen ifadesinin hem posttranskripsiyonel hem de epigenetik olarak
diizenlenmesinde hiicrelere eksojen olarak sokulan cift sarmalli RNA'lar tarafindan
susturulabileceginin kesfi molekiiler ¢aligmalar igin ¢igir agmistir. RNAi'nin (RNA
interferans) en 6nemli 6zelligi, dSSRNA'nin gen susturmasini ortaya ¢ikarmis olmasidir.
Ug farkli RNAi yolu bilinmektedir; kiigiik interferans yapan RNA (siRNA),
mikroRNA (miRNA) ve Piwi-etkilesimli RNA (piRNA; Kim ve ark. 2009). Her biri,
Argonat/PIWI (Ago/PIWI) protein ailesi {iyelerine yiiklenen olgun kii¢iik RNA'larin
ortak 6zelligi ile farkli biyogenez, hiicresel islevler ve koruma modellerine sahiptir.
Kiigiik RNA'lar, Ago/PIWI proteinleri ile kompleks halindeyken hedef RNA'lari
baglamaktadirlar. Bazi Ago/PIWI proteinleri, hedef RNA'y1 kiiciik RNA'nin 10.
bazina bagli bazda bolen "dilimleyici" riboniikleaz (RNaz) aktivitesine sahiptir (Sheu-

Gruttadauria ve MacRae 2017).

2.4.1. siRNA ve miRNA

siRNA'lar, uzun dsRNA'dan kesilen bir RNase III enzimi olan Dicer enzim
aktivitesinin trlinleridir. dSRNA, uzun bir molekiil i¢i sa¢ tokasi veya bir uzatilmis
dubleks RNA formunda olabilmektedir. Boceklerdeki siRNA yolu, tim omurgalilar
gibi diger hayvan tiirlerinde bulunmaz ve eklembacaklilara 6zgii Dicer (Dicer 2) ve
Argonat 2 (Ago2) proteinleri aracilifiyla gerceklesmektedir (Wynant ve ark. 2017).
dsRNA'nin Dicer 2 ile islenmesi, 3' tek sarmalli ¢ikintilar sergileyen ~21 nt RNA
dupleksleri olusturmaktadir. Dubleksin her iki ipligi de Ago2’ye yiiklenir, ardindan
Henl metiltransferaz terminal 2' hidroksilleri metiller. Ago2, siRNA hedef
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transkriptlerini parcalayan dilimleyici aktiviteye sahiptir. Ago2 dilimleme ile
hedeflerin yok edilmesi, siRNA'lar tarafindan susturma icin kritik 6neme sahiptir.
siRNA ve hedef RNA'nin 10. bazindaki uyumsuzluklar nedeniyle dilimleyicinin
bozulmasi, gen susturma kaybina yol acar. Bu nedenle, siRNA aracilt susturma, hedef

RNA ve siRNA arasinda miilkemmele yakin eslesmeyi gerektirmektedir.

Memelilerde ise Dicer 2 enzimi yerine DGCRS8 ve Drosha enzim kompleksi
aracilifiyla ¢caligmaktadir. Sitosolik siRNA yolunda, genellikle uzun eksojen (6rnegin
viral kaynakli) RNA dupleksleri, RNaz Dicer tarafindan 3' uglarinda 2 nt ¢ikintilari
olan kisa siRNA duplekslerine (19 nt) islenir, bunlar daha sonra RNA kaynakli
susturma kompleksine (RISC) dahil edilmektedir. RISC iginde, iki siRNA dizisinden
biri bozulurken, digeri olan kilavuz dizi, RISC'yi mRNA bozunmasini1 indiiklemek i¢in
endoniikleaz Ago2 tarafindan boliinen tamamlayict mRNA dizilerine hedeflemek i¢in
kullanilmaktadir. Bu durum, RNAi'nin yiiksek verimliligini agiklayan katalitik bir
islemdir (siRNA kilavuz ipligi ile yiiklenen bir RISC, bir¢ok tamamlayict mRNA
molekiiliinii pargalayabilmektedir). Endojen miRNA yolunda ise, genomik olarak
kodlanmis miRNA'lar ¢ekirdekte RNA polimeraz II tarafindan kopyalanir. Bu pri-
miRNA'larin Drosha ve DGCRS tarafindan islenmesinden sonra, elde edilen pre-
miRNA'lar ¢ekirdekten sitoplazmaya exportin-5 (EXPS) yoluyla taginmaktadir.
Bununla birlikte, siRNA ve miRNA yollari, kilavuz iplik se¢iminden sonra farklilik
gosterir. siRNA'lar hedef mRNA'ya tamamen tamamlayicidir ve yikimlanmasini
indiikler. miRNA iplikleri ise, RISC'yi esas olarak, yalnizca kismi baz eslestirme
etkilesimleri olusturduklar: hedef mRNA'larinin 3'-UTR'sine yonlendirir. miRNAnin
yaygin biyolojik etkileri, protein biyosentezinin 5' basliga bagli baslatilmasinin
inhibisyonu ve/veya sitoplazmik mRNA nin degredasyonu, mRNA'larin 5' ucunda 7-
metil-guanozin-5',5'-trifosfat bagligi ve mRNA'larin 3' ucundaki poli (A) kuyrugunun
degredasyonu ile saglanmaktadir (Sekil 2.5.; Griinweller ve Hartmann 2016).
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Sekil 2.5. Endojen ve ekzojen kaynaklt miRNA’larin hiicresel siireci (Griinweller ve
Hartmann 2016).

2.4.2. shRNA

Kimyasal olarak sentezlenen kisa interferans yapan RNA oligoniikleotitlerinin
(siRNA'lar) dogrudan sitozole transfeksiyonunu igeren yaklagimla birlikte RNAi'nin
birka¢ yontemi zaman i¢inde gelismistir. siRNA'larin aktarimi bir¢ok hiicre tiirtinde
uygulanabilir. Ancak bu uygulamanin basarisi, siRNA aracili gen susuturmanin
yalnizca transfeksiyon yapilan hiicreler ile sinirlandirilmaktadir. RNAi'nin baska bir
formu, vektor aracili iiretim ile hiicre icinde sentezlenen kisa sa¢ tokast RNA'larin
(shRNA; short hairpin RNA) kullanimini igermektedir. siRNA'lar gibi shRNA'lar,
RNA pol III veya modifiye edilmis pol II promotorleri tarafindan kopyalanan
shRNA'lar1 kodlayan plazmit vektorleri kullanilarak transfekte edilebilmektedir.
Ancak viral vektorler de kullanilarak memeli hiicrelerine aktarilabilmektedir. siRNA
teknolojisinde siRNA dubleksi dogrudan sitozole aktarilmaktadir. Endojen miRNA'da
bulunan sa¢ tokasina benzer sekilde, sShRNA’lar 4-11 nt'lik kisa bir dongii ile baglanan
iki tamamlayict 19-22 nt RNA dizisinden olugmaktadir. Transkripsiyonun ardindan,
shRNA dizisi sitozole aktarilir. Burada, shRNA'y1 siRNA duplekslerine isleyen
endojen bir enzim olan Dicer tarafindan taninmaktadir. Eksojen olarak iletilen sentetik

siRNA oligoniikleotitleri gibi, endojen olarak tiiretilmis siRNA, hedef mRNA'ya
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baglanmak i¢in RISC kompleksine katilir gen ifadesi baskilanir (Kutter ve Svoboda
2008).

2.4.3. miR-30 Adapte shRNA

Kisa shRNA yapilari, insan mikroRNA-30 (miR-30) birincil transkriptleri
olarak ifade edilmektedirler. Bu tasarim, sa¢ tokas1 yapisina bir Drosha isleme bolgesi
ekleyerek gen susturma verimliligini biliylik 6l¢iide arttirdigi gosterilmistir (Boden
2004). Sag tokasi sap1, dSRNA'nin 22 niikleotidinden ve insan miR-30'undan gelen 19
niikleotid halkasindan olusmaktadir. Sa¢ tokasinin her iki tarafina miR-30 halkas1 ve
125 niikleotitlik miR-30 yan dizisinin eklenmesi, geleneksel shRNA tasarimlariyla
karsilastirildiginda, ifade edilen sa¢ tokalarinin Drosha ve Dicer islenmesinde >10X
artisa neden olmaktadir (Silva 2005). Artan Drosha ve Dicer isleme, daha fazla sShRNA
iiretimi ve ifade edilen sa¢ tokalar1 i¢in daha fazla etki anlamina gelmektedir. miR-30
tasariminin - kullanilmasi, hedef dizi se¢imi igin 'kural tabanli' tasarimlarin
kullanilmasina da izin vermektedir. Bu kural, antisens zincirin 5' ucunun destabilize
edilmesidir ve mikroRNA/siRNA'larin RISC kompleksine dahil edilmesiyle
sonuclanmaktadir. Tescilli tasarim algoritmasi, kodlama bdlgelerindeki dizileri ve
insan veya fare genomlarindaki diger herhangi bir diziyle 3'ten fazla uyumsuzluk

icermeleri sartiyla 3'-UTR'yi hedeflemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligma, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Calismanin etik kurul onay1
08.05.2020 tarihli ve 2020/2473 karar sayisi ile Necmettin Erbakan Universitesi
Meram T1p Fakiiltesi ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurulundan alinmistir
(Bkz. Ek-1).

3.1.Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan skuamoz hiicre karsinomasi hiicre hattit SCCL-MTI,
University of Southern California (Los Angeles, CA, USA)’dan ve miirin makrofaj
hiicre hattt RAW264.7 ise American Type Culture Collection (ATCC)’den temin
edilmigtir. Dondurulmus hiicreler énce 37°C’de ¢oziildiikten sonra 1200 rpm’de 5
dakika santrifiij yapilmigtir. Pellette toplanan hiicreler, %10 Fetal Sigir Serumu (Heat
Inactivated FBS, Gibco, A.B.D.) ve %1 penisilin/streptomisin (P/S; 100 U/ml penisilin
ve 100 pg/ml streptomisin; Gibco, A.B.D.) iceren RPMI (Hyclone, A.B.D.) kiiltiir
besiyeri bulunan flasklara alinarak %95 nemli ve %5 CO2’li etiivde 37°C’de inkiibe

edilmistir.

Hiicreler flaskta 9%80°lik alan1 doldurduktan sonra steril olarak %0,25 tripsin
(Hyclone, A.B.D.) soliisyonu muamelesi ile kaldirilarak, 5 ml fosfat buffer saline
(PBS; Gibco, A.B.D.) ile yikanmustir. T25 flaskina (Orange Scientific, A.B.D.) 2 ml
ve T75 flaskina 5 ml steril %0,25 trypsin soliisyonu eklenerek, 5 dakika 37°C’de
inkiibe edilmistir. Daha sonra 10X 151k mikroskobunda (Olympus CKX41, Almanya)
hiicrelerin  kalkip kalkmadiklar1 gozlenmistir. Hiicrelerin kalktigindan emin
olunduktan sonra tripsin inaktivasyonu i¢in iki kat hacimde tam bir kiiltiir besiyeri
(%10 FBS ve %1 P/S iceren RPMI) eklenmistir. Hiicre soliisyonu 15 mI’lik falkonlara
(ISOlab, Cin) aktarilarak, 1200 RPM’de 5 dakika santrifiij edimis ve siipernatant
atilmigtir. Hiicre peleti 5 ml tam bir kiiltiir besiyerinde c¢ozdiiriilmiistiir ve

hemositometri laminda (Hausser Bright-Line, A.B.D.) hiicre sayimi1 yapilmaistir.
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3.2. SCCL MT1 Hiicrelerinin Transdiiksiyonu
3.2.1. pGIPZ plazmidi

Calismada kullanilan pGIPZ plazmidi, Dharmacon™ GIPZ™ Lentiviral
shRNA Kiitiiphanesi, Cold Spring Harbor Laboratuvari'ndan Dr. Greg Hannon ve
Harvard Tip Okulu'ndan Dr. Steve Elledge tarafindan gelistirilmistir. Bu kiitiiphane,
birincil ve boliinmeyen hiicreler dahil ¢ogu hiicre tipinde RNA interferans1 (RNA1)
iiretebilen giiclii bir mikroRNA'ya uyarlanmis shRNA'nin pGIPZ lentiviral vektorii
(Sekil 3.1.) ile birlestirilmesiyle olusturulmustur.

B Origin of replication

B Othergene

B Promoter

B Regulatory sequence
Salectable marker
Tag

B Unique restriction site

Sekil 3.1. pGIPZ plazmidinin ana yapisi.

Ticari olarak temin edilen plazmidler apelin genine 6zgii miRNA-adapte
shRNA sekansina sahip iki farkli viral stok olarak temin edilmistir. Bu plazmid
klonlar1 sirasiyla V3LHS 401189 ve V3LHS 401190 klonlaridir (Dharmacon,
Birlesik Krallik). Viral stoklar soguk zincirle temin edilmis olup, -80°C’de muhafaza
edilmigtir. Calismadan hemen 6nce oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edilmistir. 3°-UTR

dizine hedeflenmis olan plazmidlerin olgun antisens dizileri Tablo 3.1’deki gibidir.
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Tablo 3.1. Plazmid icinde yer alan apelin geni 3’UTR bolgesine hedefli shRNA

dizileri.
Plazmid ID Antisens Dizisi
V3LHS 401189 TTACAAACATTGAACACAG
V3LHS 401190 TTCTTAATGAACAGGGCCT

3.2.2. Viral Stok Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

Kullanilacak viral diliisyon miktarimin belirlenmesi i¢in dncelikle serumsuz
besiyerinde 96’lik kuyucuklu pleytte seyreltme yapilmistir (Sekil 3.2). Her kuyucuga
80 pL serumsuz besiyeri eklenmistir. Siitun 1’e ilk diliisyon olarak 20 pL ¢6zlilmiis
viriis stogu eklenmistir. Daha sonra sirasiyla dnceki kuyucuktan sonrakine 20 pL

olacak sekilde 5X diliisyonlar hazirlanmistir.

Viral stok 1 [ X Jo)e]
vinistok2 @ @ @ O
Viral stok 3 [ Y ]8]S
Viral stok 4 (I I I )

Sekil 3.2. Viral stok diliisyonlarinin hazirlanmasi.

3.2.3. Transdiikte Birim Sayisinin Belirlenmesi

Hedef hiicre transdiiksiyonundan hemen once calisilacak hiicrelerde transdiikte
birim sayis1 belirlenmistir. Her kuyucuguna tam besiyerinde 5x10* hiicre olmak lizere
24°1lik pleytin tiim kuyucuklarma ekilmistir (Sekil 3.3). 24 saat etiivde inkiibe
edildikten sonra Tablo 3.2’ye goére hazirlanmis viral stok diliisyonlarindan her
kuyucuk icin 25 pL viral stok diliisyonu ve 225 pL serumsuz besiyeri olacak sekilde
kuyucuklara 250 pL besiyeri eklenmistir. Dort saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 1
mL tam besiyeri RPMI eklenerek 48 saat kiiltiire edilmistir. Bu siire sonunda floresan
mikroskopta (Zeiss Colibri 7, Almanya) TurboGFP 1simasina sahip koloniler

say1llmistir.
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Viral stok 1

Viral stok 2

Viral stok 3

Viral stok 4

Sekil 3.3. Viral diliisyonlarin hiicrelere uygulanmasi.

Tablo 3.2. Transdiiksiyon diliisyonlari.

Kuyucuk Numarasi

96’11k pleytteki 24°liik pleytteki

kuyucuk kuyucuk Ik viral partikiil  Diliisyon faktorii
numarasi numarasi diliisyon hacmi (DF)

Al 25 uL 5

A2 Al 25 uL 25

A3 A2 25 uL 125

A4 A3 25 uL 625

AS A4 25 uL 3125

Transdiiksiyon {initesinin (TU/mL) belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmistir;

= TurboGFP pozitif koloni sayis1 X Diliisyon Faktorii X 40

3.2.4. Hedef Hiicrelerin Transdiiksiyonu

Ik giin (0. giin) SCCL MT1 hiicreleri 24°liikk pleytlere 5x10* hiicre olacak
sekilde tam kiiltiir besiyeri i¢inde ekilmistir. Hiicreler %5 CO,’lik etiivde 37°C’de 24

saat inkiibe edilmistir.

Birinci giin pleytteki mevcut besiyeri aspire edilerek her bir kuyucuga 225 puL
serumsuz RPMI besiyeri ve 25 pL. dnceden belirlenmis olan 25 diliisyon faktoriine
sahip viral partikiiller eklenmistir. Yaklasitk 4-6 saat post transdiiksiyon
gergeklestirilmistir. Siire sonunda 1 mL tam besiyeri RPMI (%10 FBS ve %1 P/S) tim
kuyucuklara eklenmistir. Hiicreler %5 CO,’li etiivde 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek,
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raportor gen varligi TurboGFP ifadesine bagli olarak mikroskobik olarak incelenmistir

(Sekil 3.4). Bu asama transdiiksiyon i¢in ilk indikatordiir.

shRNA
plazmidleri

N O
PN AYWA
( oA ...°./;; ‘ (j (@»

~ J
\—/ | P1 P1+P2 P2

SCCL MT1 hiicre hatt

P2

Plazmid Klon ID; P1: V3LHS_401189, P2: V3LHS_401190
Sekil 3.4. Kanser hiicrelerinin transdiiksiyonu sirasinda olas1 plazmid klonlarinin

hiicrelere dagilima.

3.2.5. Puromisin Seleksiyon

3.2.5.1. Optimum Puromisin Miktarinin Belirlenmesi

Memeli hiicreleri i¢in uygun olan 0-10 pg/mL puromisin miktarinin SCCL
MT]1 hiicreleri i¢in optimizasyonu yapilmistir. T25’lik flasktan toplanan hiicreler 96
kuyucuklu pleytlere 2x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve 37°C etiivde 24 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra hazirlanan puromisin dillisyonlar1 ve antibiyotiksiz kontrol
besiyeri hiicrelere uygulanmistir (Sekil 3.5). Uygulama sonrasi 24 ve 48. saatlerde

mikroskobik olarak hiicre 6liimleri gozlemlenmistir.
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Puromisin
1mg/mL

SCCL MT1

Gy
2 1 05 025 01
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mi

'

) 4— Kontrol

v 42 ug/mL
41 ug/mL
e 0,5 pg/mlL
0,25 pg/mL
e 0,1 pg/miL

Sekil 3.5. Puromisin diliisyonlarinin hiicrelere uygulanmasi.

3.2.5.2. Puromisin Uygulanmasi

Post-transdiiksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin TurboGFP ifadesi takip
edilmigtir. TurboGFP ifadesi %90 altinda kaldiginda hiicrelere puromisin muamelesi
yapilarak transdiikte olmayan hiicreler elimine edilmistir. Transgen ifadesinden 24-72
saat sonra her 2-3 giinde bir 0,1 pg/mL olarak sekilde tam besiyeri RPMI’a (%10 FBS
ve %1 P/S) puromisin eklenmis ve hiicreler giinliik takip edilmistir. Transdiikte
hiicrelerin kalici se¢ilimine 10-15 giin devam edilmistir. Stabil olarak GFP ifade eden

hiicreler -80°C’de stoklanmustir.

3.3. Floresan Mikroskobik Goriintiiliime

Transdiikte olan SCCL MT]1 hiicrelerinin TurboGFP 1s1ma takibi floresan
mikroskop (Zeiss Colibri 7, Almanya) ile incelenmis ve excitation 555 nm, emission
475 nm olacak sekilde Ol¢timler alinmistir. Goriintiileme ve hiicre/koloni sayimlari

gerceklestirilmistir.
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3.4. SCCL MT1 ve RAW2264.7 Hiicrelerinin Ko-kiiltiirlenmesi

Hiicrelerde gen ifadesi ve sitokin miktarlarinin tayini amactyla dncelikle mono
kiiltiirler olarak daha sonra 6 kuyucuklu pleyt ve 0,4 um’lik insortleriyle indirekt
olarak ko-kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin ko-kiiltiirlenmesi Sekil 3.6’de sematize

edilmistir.

T - T

5 e

gt :RAW264.7 ® :SCCLMTI : SCCL MT1 APLNCIGFP(+)

Sekil 3.6. SCCL MT1 ve RAW264.7 hiicrelerinin mono kiiltiirlerinden ko-

kiltiirlerinin insort sistem ile olusturulmasi.

SCCL MT! hiicreleri 6 kuyucuklu pleyt ylizeyine 5x10* hiicre olmak tizere
RPMI besiyerinde ekilmistir. Es zamanl olarak insortlere de RAW?264.7 hiicreleri
5x10* hiicre olarak DMEM besiyerinde ekilmistir. Her iki hiicre grubu 24 saat %5
CO,’li etiivde 37°C’de inkiibe edilmis, 24 saatin sonunda insortler SCCL MT1
hiicrelerinin bulundugu 6 kuyucuklu pleytlere gecirilmistir. Ko-kiiltiir 24, 48 ve 72.

saatlerde olmak iizere ile mRNA analizine hazirlanmistir.

3.5. Gen Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi

3.5.1. Hiicre Hatlarindan Total RNA Izolasyonu

SCCL MT1 ve RAW264.7 hiicre hatlarindan mRNA ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi i¢in total RNA izolasyonu RiboEx (GeneAll, Seul, Giliney Kore) total
RNA izolasyon soliisyonu kullanilarak gerceklestirilmistir. 6 kuyucuklu pleytlere ve
ko-kiiltlir insorlerine ekilen hiicreler, 1 ml RiboEx total RNA izolasyon soliisyonu

eklenerek toplanmistir. Toplanan hiicreler ependorf tiiplere alinarak, 10 dakika oda
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1s1sinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi her bir ependorfa 200 pl kloroform
eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Ependorflar 15 dk oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra
+4°C’de 15.000 g’de 20 dakika santrifiij (Hettich 200R, Almanya) edilerek {ist faz
toplanip, ayr1 ependorf tiiplere aktarilmistir. Toplanan st fazin iizerine 500 pl
isopropanol eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan tiipler 15
dakika +4°C’de 15.000 g’de santrifiij edilerek, siipernatant atilip pelletin {izerine
%70’lik etanol ilave edilmistir. Daha sonra tiipler +4°C’de 12.000 g’de 10 dakika
santrifiij edilerek, siipernatant tekrar atilip pellet kurutularak etanol uzaklastirilmistir.

Daha sonra pellet 40 ul RNase-DNase free su ile dilue edilmistir.

3.5.2. RNA Miktarinin Belirlenmesi

Hiicre hatlarindan elde edilen RNA’larin kalitesi ve miktari Nanodrop cihazi
(Maestrogen, Tayvan) kullanilarak belirlenmistir. Islem sirasinda olusabilecek fenol,
protein ve genomik DNA kontaminasyonlarini belirlemek i¢in A260/A280 ve
A260/A230 oranlar1 degerlendirilmistir. Absorbans degerlerinin A260/A280 igin
2+0,1 ve A260/A230 i¢in 2,0-2,4 arasinda olan RNA o6rnekleri segilerek analizlerde
kullanilmistir. Total RNA orneklerinin kalitesinin belirlenmesi amaciyla 1-10 pl
konsantrasyonundaki RNA iizerine 6X yiikleme boyasindan 2 pl eklenmistir. %1°lik
agaroz jel elektroforezinde etidyum bromiir (EtBr) ile boyanan RNA bantlarinin

kalitesi goriintiileme sistemi (Syngene Gbox Chemi 16) ile degerlendirilmistir.

DNA kontaminasyonlarini elimine etmek i¢gin DNAse-I (Thermo Scientific,
A.B.D.) enzim reaksiyonu uygulanmstir. Uretici protokoliine gére 2-20 pL total RNA
iizerine 1 U/uL DNAse-I enziminden 2 pL konularak 37 C’de 30 dk inkiibe edilmistir.
Reaksiyonu durdurmak amaciyla 50 mM EDTA’dan 2 pL ilave edilip 65°C’de 10
dakika inkiibasyona birakilmigtir. Total RNA oOrnekleri -80°C derecede muhafaza

edilmistir.
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3.5.3. c¢cDNA Sentezi

Miktar ve kalitesi belirlenmis RNA 6rneklerinden cDNA sentez kiti (Bio-Rad

iScriptcDNA Synthesis, A.B.D.) kullanilarak iiretici firmanin protokoliine gore cDNA

sentezlenmistir. Total RNA’dan tek zincir cDNA {iretilmesi i¢in 4 pL. 5X iScript

reaksiyon karisimi ve 1 pLL Reverz Transkriptaz RNA {izerine ilave edilmistir. Daha

sonra 25°C’de 5 dakika, 42°C’de 30 dakika ve 85°C’de 5 dakika protokoliine gore

cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

3.5.4. Primer Dizaym

Bu tez caligmasinda apelin, apelin reseptorii ve makrofaj polarizasyonunda

etkili olan genlerden gergek-zamanli PCR analizlerinde kullanilanlarin listesi Tablo

3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan genler

No Gen Sembolii

Gen Tanimi

1 Ape

2 IL1B

3 1L4

4 IL6

5 IL10

6 TNFa

7 TGFp

8 MCP-1
9 CDH1
10 CDH2
11 VIM
12 TWIST1
13 Slug
14 Snail
15 CD44
16 GAPDH

Apelin

Interleukin 1, beta

Interleukin 4

Interleukin 6

Interleukin 10

Tumor necrosis factor, alpha
Transforming growth factor, beta
Monocyte chemoattractant protein 1
Cadherin 1, E-cadherin

Cadherin 2, N-cadherin

Vimentin

Twist homolog 1

SNAI2, Snail homolog 2

Snail

CD44 molecule
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
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Segilen  genlere ait mRNA  dizi  bilgilerine Gen  Bankasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) iizerinden ulasilmistir. Alinan diziler Primer Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) ve IDT PrimerQuest Tool (www.idtdna.com)
programlar1  kullanilarak ger¢cek-zamanli PZR’de kullanilabilecek primerler

tasarlanmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. ifade analizi yapilan genlerin simgeleri, primer dizileri ve baz cifti

uzunluklari

Gen Forward Primer (5'->3') Reverse Primer (5'->3") PZR (b¢)
Ape TGCTCTGGCTCTCCTTGA AAAGGCATGGGTCCCTTATG 166
IL1 GATCCCAAACAATACCCAAAGAAG  AGGTGCTGATGTACCAGTTG 118
IL6 CTTCCATCCAGTTGCCTTCT CTCCGACTTGTGAAGTGGTATAG 134
IL10 CTATGCTGCCTGCTCTTACTG GGGAAGTGGGTGCAGTTATT 83
TNFa CGATGGGTTGTACCTTGTCTAC GCAGAGAGGAGGTTGACTTTC 129
TGFp CTGAACCAAGGAGACGGAATAC GGGCTGATCCCGTTGATTT 101
MCP-1  TCCACTCTACTCCCTGGTATTC TGGCCAAGTTGAGCAGATAG 119
CDH1 GAGAGCGGTGGTCAAAGAG AGCTGGCTCAAGTCAAAGT 117
CDH2 GCTGACCAGCCTCCAAC CATGTGCCCTCAAATGAAACC 112
VIM TCCAAGCCTGACCTCAC CACCTGTCTCCGGTACTC 189
TWIST1 CCGCAGTCTTACGAGGAG TTGCTCAGCTTGTCCGA 137
Slug TCAGTGCAATTTATGCAATAAGACC ~ GCTCACATATTCCTTGTCACAGTA 127
Snail AGCTGCACTGCCACCTG GTGCGGATGTGCATCTTGAG 97
CD44 TTCTGGATCAGGCATTGATGA GTCCAGTCCTGGTTCTGTTT 99
TGFB GCCTGGACACGCAGTACA TTGCAGGAGCGCACGAT 172
GAPDH TGAACGGGAAGCTCACTGG TCCACCACCCTGTTGCTGTA 307

3.5.5. Ger¢ek-Zamanh PZR Reaksiyonu

Tablo 3°de verilen genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri Gergek-
Zamanli PZR Sistemi (Bio-Rad CFX, Singapur) kullanilarak belirlenmistir. Boya
olarak ¢ift iplikli DNA’ya baglanabilen EvaGreen (Solis BioDyne, 5X Hot FIREPol
EvaGreen qPCR Mix Plus, Estonya) kullanilmistir. Reaksiyon final konsantrasyonu
1X olacak sekilde 5X EvaGreen miksi, 12,5 pMol forward, 12,5 pMol reverse primer,
2 uL cDNA kalib1 ve toplam steril RNase-DNase free su ile 20 pL’ye tamamlanmuistir.
Reaksiyon 8’li PZR stripleri i¢inde gergeklestirilmistir. PZR profili olarak 95°C 15
dakika denatiirasyon sonras1 40 dongii 95°C 15 saniye, 60°C 20 saniye, 72°C 20 saniye
kullanilmistir. Daha sonra 60°C’den 95°C’ye 0.5°C/saniye kademeli optik dl¢timler

yapilarak erime egrisi (melting curve) analizl gergeklestirilmistitr. Gergek-zamanl
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PZR reaksiyonunda optik 6l¢iimlerden elde edilen Ct degerleri kaydedilmistir ve hedef

genlerin ifade diizeyleri GAPDH referans geni ile normalize edilmistir.

3.6. ELISA Yontemiyle Sitokin Miktarlarinin Belirlenmesi

mRNA diizeyinde ifadesi anlamli ¢ikan genlerin protein diizeyinde
miktarlarinin belirlenmesi i¢in ELISA kitleri (Sunlong Biotech, Cin) kullanilmistir.
Hiicrelerin mono kiiltiirleri ve ko-kiiltiirlerinden elde edilen besiyeri slipernatantlari
3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. 96’lik kuyucuklu pleytlere 6rnekler 10 pl
olacak sekilde dagitilmistir. Her kuyucuga 40 pL diliisyon tamponu eklenmistir. 30
dakika 37°C’de pleyt inkiibe edilmistir. Daha sonra kuyucuklar yikama tamponu ile
dolacak sekilde 30 saniye bekletilerek 5 defa yikanmistir. Tampon aspire edilip 50 uL
HRP-konjuge reaktifi eklenerek 30 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Kuyucuklar
yikama tamponu ile doldurularak ve 5’er saniye bekletilerek 5X yikanmistir. Yikama
tamponu ¢ekildikten sonra 50 pLL kromojen solilyonu A ve 50 pL kromojen soliiyonu
B eklenip nazikge ¢alkalanmistir. 37°C ve 1s1ksiz ortamda 15 dakika inkiibe edilmis,
50 pL sonlandirma soliisyonu eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Sonlandirma
sollisyonu eklendikten 15 dk sonra 450 nm OD olacak sekilde absorbanslart ELISA
okuyucu sistemi (Epoch, A.B.D.) kullanilarak 6l¢iilmiistir.

3.7.Istatistiksel Analizler

Caligmada analiz edilen genlere ait Ct degerleri referans gen olarak kullanilan
GAPDH Ct degerleri ile normalize edilmistir. 2(42Y degerlerinin hesaplanmasinda
Microsoft®Excell Siirtim 16.53 (2021) programi kullanilmigtir. Gruplarin istatistiksel
olarak karsilastirilmas1 GraphPad®Prism Versiyon 9.2.0 programinda yer alan “One-
way Anova” ve “One sample t and Wilcoxon” testleri ile hesaplanmistir. Tiim

analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Mono Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlar1 inverted mikroskopla morfolojik
olarak incelenmistir. Fare makrofaj hatt1 olan RAW264.7 hiicreleri yer yer kiiresel
olmakla birlikte hafif psédopodlu olarak gozlemlenmistir. Bag-boyun skuamoz hiicre
karsinomast hiicreleri olan SCCL MT1 ise daha seffaf ve kiibik bir sekle sahiptir. Her

iki hiicre goriintiisii orta yogunlukta tireme sonrasi fotograflanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. RAW264.7 (A) ve SCCL MT1 (B) hiicrelerinin 20X biiyiitmedeki
mikroskobik goriintiileri.

4.2. Transdiiksiyon Unitesinin Belirlenmesi

Transdiiksiyon sonrast olusan transdiiksiyon {initesinin belirlenmesinde
TurboGFP 1s1masina sahip her hiicre ya da koloninin sayilmasiyla hesaplanmistir.

Bu calismada transdiiksiyon iinitesi 160.000 (TU/mL) olarak bulunmustur.
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4.3. Puromisin Uygulanan SCCL MT1 Hiicrelerinde Kill Curve Analizi

Memeli hiicreleri i¢in segici antibiyotik olan puromisin siklikla ve gilivenle
kullanilmaktadir.  Yapilan ¢aligmalar  puromisinin  2-10 pg/mL  olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada; SCCL MT1 hiicreleri i¢in bu doz
araliginda ve altinda kill curve analizi yapilmis ve 2 pg/mL ve iizeri dozlar hiicrelerin
tamamu i¢in sitotoksik bulunmustur. Ancak, 1,5-2 pg/mL dozunun transdiikte olmayan
SCCL MT]1 hiicrelerinde secici doz olarak kullanilabilirligi tespit edilmistir (Sekil
4.2).
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Sekil 4.2. Puromisinin hiicre canlilig1 {izerine etkisi.

4.4. Transdiikte Hiicrelerin TurboGFP Proteini ifadesinin Floresan

Mikroskobik incelenmesi

Transdiiksiyonda ilk isaret olarak gozlenen TurboGFP 1s1masi, post
transdiiksiyondan 72 saat sonra tespit edilmistir. Diislik (>%90) 1s1manin altinda kalan
hiicrelerde ise, yaklasik 10 giinliik puromisin seleksiyonu ile transdiikte hiicreler
ayrilmistir. Apelin gen ekspresyonunda oldugu gibi shRNA2’nin shRNA1’e oranla
daha iyi susturma yaptigi, TurboGFP 1simasinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. SCCL MT1 hiicrelerinin floresan mikroskobik goriintiileri (A. Bright
Field, B. Transdiikte TurboGFP, C. Transdiikte olmayan TurboGFP).

4.5. shRNA ile Transdiikte Edilen SCCL MT1 Hiicrelerindeki Apelin
ifadesinin RT-PZR Analizi ile Kontrolii

Transdiikte olan ve olmayan SCCL MT1 hiicrelerinin apelin ifadesi RT-PZR
analizi tespit edilmistir. Transdiiksiyonda transdiikte olmayan SCCL MT]1 hiicreleri
kontrol, plazmid icermeyen viral partikiillerin uygulandigt SCCL MTI1 hiicreleri
negatif kontrol, V3LHS 401189 plazmidinin tek basma uygulandigt SCCL MT]I
hiicreleri shRNA1, sadece V3LHS 401190 plazmidinin uygulandigt SCCL MT]I
hiicreleri ShRNA2 ve her iki plazmidin kombine olarak uygulandigi grup ise shRNA1-
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2 olarak belirlenmistir. Uygulama sonrasi yapilan apelin gen ifadesinin degisimine
gore; kontrole nispeten shRNA2 grubundaki (0,082 kat) baskilanmanin shRNAT1
grubundan (0,0363 kat) daha iyi oldugu bununla birlikte plazmidlerin kombine
uygulanmasiin (0,0056 kat) her iki sonuctan daha iyi susturma gerceklestirdigi
goriilmektedir (Sekil 4.4). Kontrole kiyasla shRNAT1 ve shRNA2 gruplarinda (p<0,05)
ve shRNA1-2 grubunda (p<0,01) gen ifadesinin baskilanmasinda istatistiksel olarak
anlamli bulunmugstur. Negatif kontroliin ise kontrole gdére anlamsiz bir artis1 tespit

edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.4. Apelin ifadesi shRNA uygulamalarindan sonra kontrole kiyasla kat
degisimi (* p<0,05; ** p<0,01).

4.6. SCCL MT1 ve RAW264.7 Hiicrelerinin Ko-kiiltiirasyonu

Her iki hiicre hatti 24 saatlik inkiibasyon sonrast RAW264.7 hiicrelerinin
bulundugu 6 kuyucuklu pleytin {izerine SCCL MT]1 hiicrelerinin bulundugu insortler
yerlestirilmistir (Sekil 4.5). Hiicreler ko-kiiltiirasyon boyunca her giin mikroskobik

olarak incelenmistir.
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Sekil 4.5. Indirekt ko-kiiltiirasyon. 6 kuyucuklu pleyte ekilen RAW264.7
hiicreleri ile insortlere ekilen SCCL MTT1 hiicrelerinin birlikte kiiltiir edilmesi.

Yirmi dort saat sonra insOrt icindeki SCCL MTI1 hiicrelerinin ylizeye

tutunduklari goriilmiistiir. Ayrica insorte ait bosluklarda goriilmektedir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. SCCL MTI1 hiicreleri ve insort bosluklarinin (kirmizi okla
gosterilmistir) mikroskobik olarak goriintisii (10X).
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4.7.Transdiikte Olan ve Olmayan SCCL MT1 Hiicreleri ile Ko-Kkiiltiire
Edilen RAW264.7 Hiicrelerinin Morfolojik Degisimleri

SCCL MT]1 hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen RAW264.7 hiicrelerinde invert
mikroskop altinda morfolojik degisiklikler tespit edilmistir. Transdiikte olmayan
SCCL MT]1 hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen RAW?264.7 hiicrelerinin mono kiiltiirdeki
gibi yuvarlak, bazilarinda ise psddopod gozlenirken, transdiikte olan SCCL MT1
hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen RAW264.7 hiicrelerinin belirgin, uzun ve daha fazla
psopodlara sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Transdiikte olmayan SCCL MT]1 hiicreleri (A) ve trandiikte olan
SCCL MTT1 hiicreleriyle (B) ko-kiiltiire edilen RAW?264.7 hiicrelerinin morfolojik
degisimi.
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4.8.Total RNA Orneklerinin ve RT-PZR iiriinlerinin  Jel

Elektroforezinde Goriintiillenmesi

Deney gruplarindan toplanan RAW264.7 ve SCCL MT]1 hiicrelerinden RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Total RNA Orneklerinin kalitesi agoroz jel

elektroforezi ile kontrol edilmistir (Sekil 4.8).

M RAW264.7 SCCLMT1 SCCLMT1
(Ape-) Ape (+)

Sekil 4.8. Total RNA orneklerinin agoroz jel goriintiisii.

Caligmada kullanilan hedef ve referans genlere ait RT-PZR iiriinleri agoroz jeli
ile kontrolii yapilmistir (Sekil 4.9). Biitiin genleri spesisik olarak yiikseltgendigi tespit

edilmisgtir.

I IL6 Lo TNFa TGFB MCP-1 CDH1 CDH2 vim TWIST1 Slug Snail cDa4q

Sekil 4.9. RT-PZR analizinde olusan iiriinlerin agoroz jel elektroforezinde
goriintiilenmesi.
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4.9. Transdiikte Olan ve Olmayan SCCL MT1 Hiicreleri ile Ko-Kkiiltiire
Edilen RAW264.7 Hiicrelerindeki inflamatuar Sitokinlerin ifadesi

RT-PZR analizinde elde edilen erime egrisi grafikleri Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. RT-PZR analizi gercgeklestirilen genlere ait erime egrileri.

Elde edilen Ct degerleriyle aday genlerdeki ifade degisimleri Sekil 4.11°de

gosterilmigtir.
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Sekil 4.11. RAW264.7 hiicrelerinin SCCL MT1 hiicreleriyle olan ko-
kiiltirasyonunun inflamatuar gen ifadelerine olan etkisi (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001).
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RT-PZR analizi sonuclarina gore; pro-inflamatuar IL1 (0,13 kat) ve IL6 (0,28
kat) genlerinin ifadesi apelin (+) grubunda anlamli olarak baskilandig1 ancak apelin (-
) grubunda ise sirasiyla 4,95 ve 1,32 kat anlamli diizeyde arttig1 tespit edilmistir. Anti-
inflamatuar gen olan IL10’nun ifadesi ise apelin ifadesinin oldugu grupta (8,09 kat)
anlamli olarak artmistir, baskilandig1 grupta ise (0,4 kat) anlamli olarak azalmigtir.
Bunlarin yani sira TNFa geninde apelin ifadesi olan grupta (0,1 kat) azalis oldugu aym
sekilde apelin ifadesi baskilanan grupta ise (5,39 kat) artisin anlamli oldugu tespit
edilmistir. TGFf geninde ise apelin ifadesinin oldugu (6,67 kat) ve baskilandig1 grupta
(1,38 kat) olmak iizere her iki grupta da anlamli artis oldugu gortilmistiir. Son olarak
MCP-1 gen ifadesinin ise apelin geninin baskilandig1 ve baskilanmadigit SCCL MT1

hiicrelerinin bulundugu her iki grupta da anlamli degisiklik gézlenmemistir.

4.10.SCCL MT1 Hiicrelerinde Transdiiksiyon Sonras1 Migrasyon ve

Invazyon iliskili Genlerin ifadesi

Apelin gen ifadesinin migrasyon ve invazyonla iligkili genler iizerinde etkisi
RT-PZR analizi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére Twist (13,02), Slug
(11,1), Snail (16,84) ve CD44 (12,58) genlerinde anlaml1 derecede kat azalis1 tespit
edilmistir (p<0,05). CDH2 (12,08), Vimentin (5,59) ve TGFB (13,7) genlerinde ise
anlamli olmayan kat azalis1 goriilmiistiir (p>0,05). CDHI1 (8) geninde ise anlamli
olmayan kat artis1 tespit edilmistir (p>0,05). Calisilan genlere ait kat degisim grafigi
Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Transdiikte SCCL MT1 Ape (-) hiicrelerindeki migrasyon ve
invazyon iliskili genlerin ifadelerindeki kat degisimleri (* p<0,05; ** p<0,01).
4.11.RT-PCR Analizinde Ifadesi Anlamh Cikan Sitokinlerin ELISA

Yontemiyle Incelenmesi

IL1’in protein diizeyinde ifadesi kontrol grubu olan RAW264.7 hiicrelerinde
5,23 pg/mL olarak tespit edilmistir. Apelin ifadesi olan SCCL MT1 hiicreleriyle ko-
kiiltiire edilen RAW264.7 hiicrelerinde ise IL1 miktar1 diismiis ve 3,3 pg/mL olmustur.
Apelinin baskilandigt SCCL MT1 hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen RAW264.7
hiicrelerinde ise bu miktar 12,91 pg/mL’ye yiikselmistir. (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. RAW264.7 hiicrelerinden salinan IL1 miktarlari.

Bir diger pro-inflamatuar sitokin olan IL6’nin kontrol RAW264.7
hiicrelerindeki miktar1 kullanilan ELISA kitinin 6l¢lim araliginda olmadigi igin
saptanmamistir. Ancak apelin ifadesi olan SCCL MTT1 hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen
RAW264.7 hiicrelerinde IL6 ifadesi 19,14 ng/mL olarak ol¢iilmiistiir. Apelin ifadesi
baskilanmig SCCL MTT1 hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen RAW?264.7 hiicrelerinde ise
IL6 miktar1 64,27 ng/mL yiikselmistir (Sekil 4.14)
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Sekil 4.14. RAW264.7 hiicrelerinden salinan IL6 miktarlari.
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IL1 ve IL6’nin aksine IL10, makrofaj hiicrelerindeki pro-inflamatuar sitokin
iiretimini baskilayarak anti-inflamatuar cevabin baglatilmasini saglamaktadir. Kontrol
RAW264.7 hiicrelerinde IL10 miktar1 2,98 pg/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Apelin ifadesi
olan SCCL MTT1 hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen RAW264.7 hiicrelerinde bu miktar 129
pg/mL olurken apelin ifadesi baskilanan SCCL MT1 hiicreleriyle ko-kiiltiir
yapildiginda 8,1 pg/mL olarak yaklasik 16 kat azalmistir (Sekil 4.15).

* %

150~ U okokkok
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50—

IL10 miktari (pg/mL)

Sekil 4.15. RAW264.7 hiicrelerinden salinan IL10 miktarlari.

TGEFB, apelin varliginda kontrole gore TGFp’nin yaklasik 30 kat artarak 340,17
pg/mL oldugu, apelinin susturuldugu durumda ise 115 pg/mL oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.16)
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Sekil 4.16. RAW264.7 hiicrelerinden salinan TGF[ miktarlari.

TNFa, kontrol grubu olan RAW264.7 hiicrelerinde normal kosullarda miktar
10,31 pg/mL olarak olgiilmiistiir. Apelin ifadesinin oldugu SCCL MT1 hiicreleriyle
ko-kiiltiire edildiginde saliman TNFo miktar1 4,17 pg/mL iken, apelin ifadesinin
baskilandigi SCCL MT]1 hiicreleriyle ko-kiiltiire edildiginde 48 pg/mL’ye diigmiistiir
(Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. RAW264.7 hiicrelerinden TNFa salinan miktarlari.
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5. TARTISMA

Makrofajlar, son elli yilda mononiikleer sistemin ana hiicreleri olarak
tanimlanmistir (Furth ve Chon 1968). Yetiskin doku makrofajlar1 siirekli kendini
yenileyen bir populasyona sahiptir ve tartismali da olsa doku makrofajlarinin kaynagi
kan monositleri olarak diisiiniilmektedir. Bu goériise muhalif olan arastirmacilar ise
doku makrofajlarinin kaynaginin embriyonik olarak kendilerine 6zgii kok hiicre
popiilasyonu oldugunu iddia etmis ve goriislerini destekleyici caligmalar yapmislardir
(Ginhoux ve Jung 2014). Makrofajlar tipik olarak dokuda yerlesik tek immiin
hiicrelerdir. Kan damarlarinin olmadig1 bir¢ok alanda yer almaktadirlar. Dokuda
fizyolojik regiilasyonda ana role sahiptirler. Yiiksek plastisite 6zelliklerinden dolay1
inflamatuar cevabin olugmasi, siirmesi ve neticelendirilmesinde etkilidirler (Kawai ve
Akira 2010). Pro-inflamatuar sitokinlerin yogun salimimi doku biitiinligi igin
sakincali bir durumdur. Makrofajlar, bu durumda inflamatuar cevabin baskilanmasini
saglamaktadirlar (Gordon ve Martinez 2010). Bdylece doku temizligi ve normal

fizyolojik kosullara geri doniis gerceklesmektedir (van Dyken ve Locksley 2013).

Apelin ilk olarak mide ekstraktindan izole edilerek tanimlanmistir (Tatemoto
ve ark. 1998). Daha sonra apelinin obezite, diyabet gibi metabolik hastaliklarin
patolojisinde yer aldig1 gosterilmistir (Cavallo ve ark. 2012). Son yillarda yapilan
caligmalarda ise apelinin kanser hiicrelerinde asir1 ifade edildigi sonucuna ulagilmistir
(Wysocka ve ark. 2018). Ancak, apelinin immiin hiicreler {izerindeki etkisi tam olarak
ortaya konulmamustir. Apelin reseptoriiniin asir1 ekspresyonunun kolon kanseri
hiicrelerinin migrasyon ve invazyon kabiliyetlerini arttirdigi bulunmustur. Bu siirece
PI3K/AKT ve MAPK sinyal yolaklarinin aracilik ettii belirlenmistir Apelinin
baskilandig1 durumda ise siirecin ters etki ettigi de gosterilmistir (PodgOrska ve ark.
2021). Bagka bir ¢aligmada ise apelinin eksozomal miRNA yoluyla akciger kanseri
hiicrelerinin  proliferasyonunu ve invazyon kabiliyetini artirip artirmadigim
incelenmistir. Sonu¢ olarak A549 hiicrelerinde miR-15a-5p'nin asir1 ekspresyonu,
daha az hiicre proliferasyonu, gogii, invazyonu ve bastirilmis hiicre dongiisii ile
iliskilendirilmistir. Apelinin eksozomlarda kapsiillenmis miR-15a-5p'yi baskilayarak
akciger kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini ve invazyonunu destekleyebilecegi yeni bir

diizenleyici mekanizmay1 ortaya ¢ikarmistir (Ran ve ark. 2021).
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Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada; miirin B16 ve insan A375 melanom
hiicre hatlari, apelin inserti iceren vektorler ile transfekte edilerek apelini asir1 ifade
edebilir hale getirilmistir. Apelinin asir1 ekspresyonu, in vitro olarak melanom hiicre
gbclinil ve istilasini 6nemli Slgiide arttirmistir, ancak proliferasyonu iizerinde higbir
etkisi olmadigi gdzlemlenmistir. /n vivo deneylerde ise apelin, miirin melanom
hiicrelerinin akciger metastazlarinin sayisin1 ve boyutunu énemli dl¢lide arttirmistir.
Apelini agir1 ifade eden pulmoner metastazlarda melanom hiicre proliferasyon
oranlari, lenf ve kan mikrovazkiiler yogunluklar1 anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. Rekabet¢i apelin reseptorii (APJ) antagonisti MM54 tarafindan APJ
baskilanmasiyla, apelinin in vivo pro-tiimorojenik etkilerini 6nemli dlclide azalttig
tespit edilmistir. Ek olarak, saglikli kontrollere kiyasla melanomlu hastalarda
dolasimdaki apelin ve VEGF diizeylerinin 6nemli 6lciide yiikseldigi saptanmistir. Elde
edilen sonuclara gore, apelinin kan ve lenfatik vaskiilarizasyonu ve cilt melanomunun
pulmoner metastazlarinin biiytimesinde etkili oldugu tespit edilmistir (Berta ve ark.
2021). Apelinin anjiogenez tizerine etkisi de yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Berta

ve ark. 2010; Frisch ve ark. 2020).

Bu tez calismasinda, kanser mikrogevresinde en fazla yer alan immiin hiicresi
M2 tip makrofajlarin (Boutilier ve Elsawa 2021) kanser hiicrelerinden ifade edilen
apelin ile olas1 iliskisinin arastirilmast hedeflenmistir. Bu ama¢ dogrultusunda bas-
boyun hiicre karsinomast SCCL MT1 hiicre hatti ve RAW264.7 fare makrofaj hiicre
hatt1 kullanilmistir. SCCL MT1 hiicrelerinde ilk olarak artmis apelin ifadesi tespit
edilmistir. Bu artig farkli kanser tiirleri ile benzer bulunmustur (Altinkaya ve ark. 2015;
Diakowska ve ark. 2018; Unal ve ark. 2020). Daha sonra etkili ve stabil bir gen
susturma yontemi olan shRNA yontemi kullanilmistir. Calismada kullanilan yontem,
klasik shRNA yontemine ek olarak hiicre girisini kolaylastiran viral partikiil ekli,
GIPZ plazmidi igermektedir. Hedef gen olan apelin geninin sekansinin kisa olmasi
sebebiyle iki farkli antisens RNA dizayn edilebilmistir (Tablo 3.1). Transdiiksiyon
gerceklesirken floresan mikroskopi ile hiicrelerdeki TurboGFP 1s1ma miktar1 her giin
incelenmistir. Gen susturma islemi tamamlandiktan sonra SCCL MT1 Ape (-) ve
SCCL MT1 Ape (+) kanser hiicreleri makrofaj hiicreleri (RAW264.7) ile ko-kiiltiire
edilmistir. Gruplardan elde edilen RNA ile cDNA sentezi yapilarak RT-PZR analizi
yapitlmistir. Pro ve anti-inflamatuar sitokinler agisindan aday genlerin ifade

degisiklikleri tespit edilmistir. Anlamli artis olan genler i¢in ELISA ydntemiyle
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protein diizeyinde sitokin miktarlart Ol¢iilmiistiir. Makrofaj hiicrelerindeki
polarizasyon durumu hem gen diizeyinde hem de protein diizeyinde tespit edilirken
morfolojik olarak incelenmistir. Bunlarin yani sira apelin gen ifadesi baskilanan SCCL
MT]1 hiicrelerindeki migrasyon ve invazyon iliskili genlerin ifade degisiklikleri de

incelenmistir.

Yesil floresan protein (GFP) geni, biyomedikal ¢aligsmalar1 kolaylastiran in
vitro veya in vivo floresan belirtecler olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Tsien
1998; Lippincott-Schwartz ve Patterson 2003). 2003'ten beri TurboGFP dahil olmak
tizere dort yeni GFP benzeri protein gen dizisi tanimlanmistir (Shagin ve ark. 2004)
ve hiicre ve organel etiketlemesi i¢cin 6zel olarak kullanilmaktadir. Bunun diginda
molekiiler ¢aligmalarda gen etiketlemesinde kullanislt bir yontemdir. Bu calismada
kullanilan GIPZ plazmidi TurboGFP 1s1mas1 saglayacak GFP gen sekansina sahiptir.
Plazmid genoma entegre olduktan sonra mikroRNA adapte shRNA ile hizli bir sekilde
hiicre i¢inde ifade olmaktadir. Her iki sekansa sahip shRNA’larin hiicre i¢i ifadesi
arttikga TurboGFP 1s1mas1 artmaktadir. shRNA’larin etkinligi ilk etapta gézlemlenen
floresans 1s1malartyla tespit edilmistir.  V3LHS 401189 (shRNA1) plazmidi
V3LHS 401190 (shRNA2) plazmidine gore daha az TurboGFP 1s1mas1 gostermistir.
Her iki plazmidin birlikte kullanimi ise en yiiksek 1s1ma degerlerine ve gen ifade
analizinde en iyi gen susturma sonuglarina ulagmamizi saglamistir (Sekil 4.4).
Tasarlanan iki farkli shRNA plazmidinin tasarlanmasina sebep olmustur. Buna ragmen
her iki shRNA plazmidinin kombine kullanimi %95’in {izerinde gen ifadesinin
baskilanmasini saglanmistir. Puromisin seleksiyonunun ilerletildigi hiicre hattinda ise

stabil susturma elde edilmistir.

IFNy'ya benzer bir Toll-benzeri reseptér (TLR) 4 agonisti olan bakteriyel
lipopolisakkaritin (LPS) M1 makrofajlarinin olusumunu tesvik eden bir uyarict oldugu
bulunmustur (Chow ve ark. 1999). Bu uyari, klasik olarak makrofajlarin pro-
inflamutuar cevabi baglatmay1 saglayan bir sinyaldir. IFNy ile iligkili LPS'ler, M1
makrofajlart i¢in klasik uyaranlar olarak bilinmektedir. Ancak, IL4 tarafindan
indiiklenen ve alternatif olarak aktive edilmis M2 alt tipi makrofaj tiirii tanimlanmigtir
(Stein ve ark. 1992). M1 belirtecleri, IL1p, IL12, TNFa ve diger yukar: regiile edilmis
pro-inflamatuar iriinleri igermektedir. Bunlar arasinda, indiiklenebilir nitrik oksit

sentaz (iNOS) bakterisidal bir rol oynar ve arginin katabolizmasini desteklemektedir
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(Corraliza ve ark. 1995). Ote yandan M2 makrofajlari, diger anti-inflamatuar iiriinlerin
yani sira L-argininden L-ornitine doniigiimii katalize ederek iire dongiisiinde islev
goren arginaz 1'1 (Argl) yukan regiile etmektedir (Munder ve ark. 1998). M2 tip
makrofajlar ayrica doku onariminda ve anti-paraziter yanitlarda Onemli roller
oynamaktadirlar (Odegaard ve Chawla 2011). ileri calismalar, cesitli bagisiklik
tepkileri sirasinda bagisiklik hiicrelerinin farkli metabolik profilleri i¢in daha fazla
ornek saglamistir. Enfeksiyon, immiinosupresyon, kanserle iligkili anjiyogenez ve
otoimmiinite gibi belirli senaryolar altinda aktive makrofajlarin temel ozellikleri
olarak belirli metabolik 6zellikler onerilmektedir (Biswas ve ark. 2008; Biswas ve

Mantavoni 2010).

Makrofajlar, ¢esitli faktorleri salgilayarak ve diger bagisiklik hiicrelerini
etkileyerek sadece kronik inflamasyonda rol oynamakla kalmaz, ayn1 zamanda kanser
gelisimini baglatir, tesvik eder veya bastirir. Ornitin, VEGF, EGF ve TGFf
makrofajlardan iiretilen tiimor tesvik edici faktorlerdir. Ayrica, makrofajlarda iNOS
tarafindan iiretilen nitrik oksit, timor biiyiimesini baskilar (Mills ve Ley 2014; Mills
2015). TAM’lar karakteristik olarak M2 tip makrofajlardir. Yerlesik tiimdrlerin
cogunda TAM'lar, M2 tip makrofajlarin temsili 6zelliklerinin ¢oguna sahiptir.
Genellikle yiliksek arginaz-1 ifadesi, mannoz reseptorii ve diisik bir MHC-II
kompleksine sahip olmak gibi Ozellikleri bulunmaktadir. Ancak bunlarla sinirh
olmamak tizere, M2 tip makrofajlar olarak kabul gérmektedirler (Mantavoni ve ark
2002). Transkriptom profil analizi, TAM'larin fetal makrofajlara daha ¢ok benzedigini
ancak inflamatuar makrofajlara benzemedigini ortaya koymustur (Qian ve Pollard
2010). Bununla birlikte, makrofajlar plastisitesi yiiksek oldugundan, TAM'larin
aslinda hem M1 hem de M2 tip ekspresyon paternlerine veya M1 ve M2'den farkli
ifade profine sahip oldugunu diislindiiren kanitlar bulunmaktadir (Biswas ve ark.
2006). M1 ve M2 tipin kendine has paternleri olsa da ifadesi degismekle birlikte ayn
profili gosterebilmektedirler. Neoplazmalarin  %90-95'1 kronik bir inflamatuar
durumla yakindan iligkili oldugundan, M1 tip makrofajlarin mutajenik bir mikrogevre
olusturarak tiimor baslangicini indiikleyebilecegi, M2 tip makrofajlarin ise malignite
ilerlemesini destekledigi one siirlilmiistiir (Salmaninejad ve ark. 2019). TAM'lar
kanser tedavileri igin potansiyel bir hedef haline getiren hem tiimor tesvik edici hem
de timdr Onleyici isleve sahip olabilmeleridir (Yang ve Zhang 2017). Ayrica

TAM'larin tiikenmesi anjiyogenezi baskilamaktadir (Belgiovine ve ark. 2016).
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IL1, giliglii bir pro-inflamatuar sitokindir. Meme kanserinin klinik 6ncesi
modellerinde, IL-1p blokaji makrofaj aracili tiimdr immiinosupresyonunu azalttigi ve
anti-IL1B ile anti-PD1'in birlikte uygulandig:i terapide, neredeyse tam tiimor
eradikasyonu ile sonuglandigi gosterilmistir (Kaplanov ve ark. 2019). Bu tez
calismasinda; Ape (+) SCCL MTI1 hiicrelerinde tespit edilen IL1pB ifadesindeki
baskilanma; apelin aracili olarak tumér progresyonunun ilerlemesini, immiinsiipresif
ortam olusturulmasinda etkili olabilecegini gostermektedir. M1 tip makrofajlarda NF-
KB yolaginin aktive edilmesini saglayan pozitif bir diizenleyicidir. Bunun yanisira
TAM’larda MyDS88 proteinini baskilayarak M1 tip doniisiimiinde rol oynamaktadir ve
M2 tip makrofajlar i¢cin negatif diizenleyicilerdir (Kratochvill ve ark. 2015). Kiiltiir
hiicrelerde, apelinin pro-inflamatuar sitokinlerin baskilamasi yoluyla anti-inflamatuar
etkisi, in vitro ve in vivo caligmalarda gosterilmistir. Apelinin sigan peritoneal
makrofajlarinda  TNFa ve IL6'y1 azaltarak anti-inflamatuar etkiler gosterdigi
bildirilmistir (Xin ve ark. 2015; Cui ve ark. 2017). Bu tez ¢aligmasinda da; TNFa vd
IL6 ifadesi apelin (-) ortamda baskilanmis olup literatiir ile uyumlu bulunmustur. Bu
durumda apelinin, aktive edilmis makrofajlarin fonksiyonlarini azaltan anti-

inflamatuar 6zelliklere sahip oldugu diisiiniilebilir.

IL10, her iki makrofaj tipinde de ifade edilmektedir. Ancak M1 tip
makrofajlardaki miktar1 ¢ok azalmistir. Immiin siipresif mikrogevrenin olusmasinda
kilit role sahiptir. TGFP normal fizyolojik kosullarda epitel hiicrelerden salinir ve
tiimor baskilayict gorev yapmaktadir. Hiicre proliferasyonu, apoptoz, farklilasma ve
motilitenin diizenlenmesinde gorev almaktadir. TGFp troid, hepatosit, kolon ve meme
epitel hiicreleri gibi farkli dokularda proliferasyonu siirlamaktadir (Massagu ve ark.
2012). Kanser hiicrelerinde ise somatik mutasyonlar sebebiyle hiicre
proliferasyonundaki siirlayici etkisi ortadan kalkmaktadir (Neuzillet ve ark. 2015).
IL10 ve TGFB’nin artis1 kolaylagan anjiogenez ve tiimor kiitlesinde ve gelisiminde
hizlanmaya sebep olmaktadir (Cao ve ark. 2015). Ape (+) olan grupta hem IL10 hem
de TGFP’min anlamli artis1 tiimdr progresyonu lehine siireci yonlendirdigini

gostermektedir ve literatiirle uyumlu bulunmustur.

MCP-1 (CCL2) endotelyal, fibroblastlar, epitelyal, diiz kas, mezanjiyal,

astrositik, monositik ve mikroglial vb. farkli hiicre tipi tarafindan iiretilmektedir
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(Cushing ve ark. 1990; Barna ve ark. 1994). Bu hiicreler, periferik dolagimda ve
dokularda antiviral bagisiklik tepkileri icin Onemlidir. Bununla birlikte,
monosit/makrofajlarin MCP-1’in ana kaynagi oldugu bulunmustur (Y oshimura ve ark.
1989). MCP-1 monositlerin, hafiza T lenfositlerinin ve NK’larin gogiinii ve
infiltrasyonunu diizenlemektedir. MCP-1’in kemokin ailesinin en ¢ok c¢aligilan tiyesi
arasinda oldugu ve multiple skleroz (Sorensen ve ark. 2004), romatoid artrit
(Hayashida ve ark. 2001), ateroskleroz (Kusano ve ark. 2004) ve insiiline direncli
diyabet (Sartipy ve ark. 2003) dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in
potansiyel bir hedef noktasi oldugu gosterilmistir. MCP-1 i¢in nakavt farelerin (CCL2-
/-) yasabildigi ancak, monosit aliminda ve sitokin ekspresyonunda anormallikler
oldugu goriilmiistiir (Lu ve ark. 1998). Kanser hiicrelerinin bulunduklari ortama VEGF
ve MCP-1 proteinlerinin sekresyonu gosterilmistir (Barbera-Guillem ve ark. 2002;
Qian ve ark. 2011). MCP-1’in tiimér mikrogevresinde M2 tip makrofajlarin
toplanmasin1 sagladig1 goriilmistiir (Allavena ve ark. 2004). Bu tez caligmasinda ise
literatiire uyumlu olarak; apelin varliginda anlamli olmamakla birlikte MCP-1

ifadesinin arttig1 tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda, apelin ifadesi gosteren SCCL MT]1 hiicreleriyle ko-
kiiltiire edilen RAW264.7 hiicrelerinin anti-inflamatuar cevap olusturdugu tespit
edilmistir. Tiimor mikrocevresine kanser hiicreleri tarafindan salinan apelinin anti-
inflamatuar cevabi1 baskiladigr goriilmektedir. Daha once yapilan bir ¢aligmada
RAW264.7 ve J774A.1 fare makrofaj hatlarinin her ikisinde de APJ ifadesinin oldugu
tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada apelin uygulanan makrofaj hiicreleri anti-inflamatuar
etki gdstermistir (Leeper ve ark. 2009). Bu tez ¢aligmasinda, kanser hiicrelerinden
salinan apelinin makrofaj hiicrelerinde M2 tip farklilasmaya sebep oldugu yapilan RT-
PZR sonuclariyla gozlenmistir. Gen ifade analizi sonucunda anti-inflamatuar
sitokinler olan IL10, TGFp gibi genlerin SCCL MT1 Ape (+) hiicreleriyle ko-kiiltiire
edilen RAW264.7 hiicrelerinde ifadelerinin anlamli oranda arttig1 tespit edilmistir.
Bununla beraber SCCL MT1 Ape (-) hiicrelerle ko-kiiltiire edilen RAW264.7
hiicrelerinde ise M1 tip farklilasmanin 6ne ¢iktig1 goriilmiistiir. Pro-inflamatuar sitokin
genleri olan IL1, IL6 ve TNFa’ nin ifadelerinde anlamli artis olmustur. Yapilan bir
caligmada karaciger nakli yapilan HCV (+) hepatoseliiler karsinoma (Hepatocellular
Carcinoma; HCC) hastalarindan alinan karaciger orneklerinde apelin ve APJ

ifadelerinin karaciger hastalif1 siddetine goére degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak
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apelin/APJ ekseni ve apoptotik belirtecler ile giiclii bir sekilde iliskili olan IL6 ve
TNFa mRNA ekspresyonunun arttigi bulunmustur. Dolayisiyla, bu pro-inflamatuar
sitokinlerin ilerlemede rol oynayabilecegini gostermektedir (Cabiati ve ark 2021).
Makrofaj polarizasyonu ile ilgili yapilan caligmalarda, M1 tip pro-inflamatuar
dontistimiin IL1, IL6, TNFa genleri tizerindeki artigla ilgili oldugu gosterilmistir (Shi
ve ark. 2020). Bu sonuglarla uyumlu olarak apelinin ifade edildigi hiicreler ko-kiiltiire

edildigi makrofaj hiicrelerini M2 tip yonde polarize olmalarini saglamistir.

Apelin (+) SCCL MTI1 hiicreleriyle ko-kiiltiire edilen RAW264.7
hiicrelerindeki morfolojik degisimler Apelin (-) SCLL MT1 hiicreleriyle
karsilagtirildiginda; makrofaj hiicrelerinde psddopodlarin arttig1 ve hiicrelerin uzadigi
gozlemlenmistir. Bu duruma makrofajlarin  polarizasyonunun sebep oldugu
goriilmektedir. Nitekim yapilan c¢aligmalarda polarize makrofajlarin morfolojik

degisimleri gosterilmistir (Shi ve ark. 2020).

Makrofajlar sadece kan damarlarinin yogunlugunu arttirmakla kalmaz, aym
zamanda timor hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini da tesvik eder. Makrofajlar,
matriks metalloproteinazlari, katepsin, lirokinaz plazminojen aktivatorii ve lisil
oksidaz ve osteonektin gibi matriks yeniden sekillendirme enzimlerini eksprese
ederek, timor hiicresi kag¢is yolunu agmak i¢in hiicre dist matriksi ¢ozer (Wang ve ark.
2018). Primer tiimorlerdeki makrofajlara ek olarak, makrofajlar ayrica pre-metastatik
lezyonlarda tiimdriin hayatta kalmasina ve kolonizasyonuna yardimci olabilmektedir.
Meme kanserinin erken yayilimi i¢in makrofajlarin gerekli oldugu ve erken yayilmis

makrofajlarin ge¢ metastaza katkida bulundugu gosterilmistir (Linde ve ark. 2018).

Bu ¢alismada; apelin geninin baskilanmasinin migrasyon ve invazyon iliskili
genler lizerine etkisi RT-PZR analizi ile incelenmistir. Twist, Slug, Snail ve CD44 gibi
metastazin ger¢ceklesmesine yardimci olan genlerin ifadesinde anlamli azalis meydana
gelmistir. Apelin peptidinin metastaz siirecine olumlu etki ettigi goriilmiistiir. Bunun
yani sira epitelyal-mezenkimal gecis (epithelial-mesenchymal transition; EMT)
stirecinde etkili olan E-kadherin ve N-kadherin ifadeleri incelenmistir. E-kadherinde
anlamli olmayan arti, ancak N-kadherinde ise anlamli olmayan azalig gortilmustiir.
Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasalar da EMT siirecinde etkili olabilecek

yonde ifade degisikligi gostermistir. Fibrositler, CCL2 (MCP-1) yoluyla Ly6C+
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monositlerini toplayarak, melanom hiicreleri i¢in akcigerde premetastatik bir
mikrogevre hazirladigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (van Deventer ve ark. 2013).
Bunlara ek olarak, makrofajlar lizerindeki integrin alfa-4 ile tiimdr hiicreleri lizerindeki
VCAMI arasindaki etkilesim, kanser hiicresinin hayatta kalmasii desteklemektedir
(Chen ve ark. 2011). iger calismalardan elde edilen sonuglar, metastatik lezyonlarda
dolasimdaki tiimor hiicresinin hayatta kalmasini ve kolonizasyonu tesvik etmede
premetastatik mikrogevreye alinan monosit/makrofajlarin roliinii desteklemektedir
(Psaila ve ark. 2009; Peinado ve ark. 2012). Kanser Genom Atlasi’nda yer alan doku
transkriptom sonuglar1 lizerinden yapilan c¢alismada; {¢lii negatif meme kanseri
(Triple-Negative Breast Cancer; TNBC) hastalarinin tiimor mikrogevresindeki TAM
yogunlugunun kotii prognoz ve immiinoterapiye olan yanit ile dogrudan iligkili
bulunmustur (Bao ve ark. 2021). HCC’li hastalarda yapilan ¢aligmada ise M2 tip
karaktere sahip TAM’larn in vitro ve in vivo olarak kanser hiicrelerinin migrasyonunu
pozitif yonde etkiledigi bulunmustur. Kiitle spektrometrisi analiz sonuglari; integrin
aMpB2'nin (CD11b/CD18), M2 makrofaj tiirevli eksozomlarda (M2 eksoz) dzellikle
spesifik ve etkili oldugu belirlenmistir. CD11b ve/veya CD18'in bloke edilmesi, M2
ekzos-aracili HCC hiicre metastazinda Onemli bir azalmaya neden oldugu
goriilmistiir. M2 ekzoslari, tiimor gocilinli desteklemek i¢in alict HCC hiicrelerinde
matris metaloproteinaz-9 sinyal yolunu aktive ederek, CD11b/CD18'in hiicreler arasi
transferine aracilik etmektedir. Bu durum HCC hiicrelerinin go¢ potansiyelini
arttirmistir, boylece tiimor metastaz1 mekanizmasi ve TAM iligkisi ortaya konmaktadir
(Wu ve ark. 2021). M2 makrofajlar; diisiik miktarlarda pro-inflamatuar sitokinleri
ancak daha yiiksek seviyelerde IL10 gibi anti-inflamatuar mediatorler salgilar. Ayrica
IL4, makrofajlarin, hayvanlarda IL10 ekspresyonunu yiikselterek agriy1 azaltan bir M2
fenotipine (Hu ve ark 2015) dogru yonlenmesi i¢in kritiktir (Kiguchi ve ark. 2015).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, kanser mikrogevresinde en yaygin bulunan immiin hiicresi

makrofajlarin kanser hiicreleriyle olan etkilesimi ve bu etkilesimde apelinin 6nemi

arastirilmistir. Apelin bircok kanser tiirlinde asir1 ifade edilmektedir. Bu durumda

apelin miktarindaki artigin makrofaj hiicre polarizasyonuna olan etkisinin ve

sonuclarinin gen ifadesi diizeyinde arastirilmasi yapilmistir. Sonug olarak;

Apelin geninin ifadesi SCCL MTT1 hiicrelerinde basarili sekilde shRNA
yontemiyle baskilanmistir. Baskilanma gerceklesen hiicreler TurboGFP
1s1masi floresan mikroskobu ile tespit edilmistir.

Apelin gen ifadesindeki baskilanma RT-PZR analizi gdsterilmistir.
shRNA ile apelin geninin baskilandig1 hiicrelerin ayrilmasi i¢in optimal
puromisin dozu belirlenmis ve uygulanmistir. Hiicrelerdeki baskilanma
puromisin seleksiyonu ile stabil hale getirilmistir.

Transdiikte olan kanser hiicreleriyle ko-kiiltire edilen RAW264.7
hiicrelerinin M1 tip makrofaj Ozelliklerini gosterdigi pro-inflamutar
genlerin ifadesinde artis oldugu tespit edilmistir.

Transdiikte olmayan SCCL MTI1 hiicreleriyle ko-kiiltirii edilen
RAW264.7 hiicrelerinin M2 tip makrofaj o6zellikleri kazandiginin anti-
inflamatuar genlerin ifadesinde artis oldugu goriilmiistiir.

Gen ifadesi anlamli bulunan IL1, IL6, IL10, TNFa ve TGFp sitokin
miktarlart ELISA yontemi kullanilarak tespit edilmistir .

Apelin gen ifadesi baskilanan SCCL MT1 hiicrelerindeki invazyon ve
migrasyonda etkili genlerin ifadesi mRNA seviyesinde degerlendirilmis ve
kanser hiicrelerinin invazyon ve migrasyon yeteneklerinin anlamli oranda

azaldig1 tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde apelinin kanser makrofaj

etkilesimde anahtar bir role sahip oldugu, makrofaj polarizasyonunda etkisi

goriilmektedir. Ayrica apelinin susturulmasinin kanser hiicrelerinin invazif ve migratif

yeteneklerini de azalttigi gosterilmistir. Yapilan bu calisma in vitro diizeydir. Bu

sebeple apelinin etkisinin in vivo olarak degerlendirilmesi elde edilen sonuglarin

anlamii giiclendirecektir. Ayrica apelinin (7) makrofaj hiicrelerinde potansiyel hedef

molekiiler yolaklar iizerine, (77) miRNA yolaklari iizerinden epigenetik ve (7ii) kanser
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progresyonunu durdurucu ya da yavaslatici etkileri ile (7v) terapotik ajan olarak

kullanilabilirliginin daha ileri caligmalarla arastirilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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