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Kanser, kardiyovasküler hastalıklardan sonra dünyada en çok ölüm oranlarına sahip hastalıktır. 

Günümüzde kanser tedavisi kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi müdahalelerle gerçekleştirilmektedir. 
Yakın zamanda bu tedavi girişimlerine ek olarak immünoterapötik yaklaşımlar da kullanılmaya 
başlanmıştır. Mevcut tedavilere ek olarak kullanılan immünoterapötik ajanlar tedavi yanıtlarında gözle 
görülür iyileşme sağlamıştır. Makrofajlar mononükleer sistemin ana hücreleridir. Sahip oldukları 
yüksek plastisite yetenekleri makrofajları birçok metabolik hastalığın patolojisinde etkin rol oynamasını 
sağlarken, yapılan çalışmalar kanser tedavisinde de kullanılabilecek bir alternatif olduğunu göstermiştir. 
Bu çalışmanın amacı; apelinin makrofaj polarizasyonuna olan etkisinin araştırılmasıdır. 

 
Bu tez çalışmasında; RAW264.7 fare makrofaj hücreleri ile baş-boyun hücre karsinoması 

hücre hattı SCCL MT1 hücreleri kullanılmıştır. SCCL MT1 hücrelerinde apelin gen ifdesi shRNA 
yöntemiyle baskılanmıştır. Apelin geni aktif ve bastırılan SCCL MT1 hücreleri RAW264.7 hücreleriyle 
ko-kültüre edilmiştir. Ko-kültürasyonun RAW264.7 hücrelerindeki inflamatuar genler üzerine etkisi ve 
apelinin baskılanmasının SCCL MT1 hücrelerindeki migrasyon ve invazyon ilişkili genler üzerine etkisi 
RT-PZR analizi ile belirlenmiştir. Anlamlı değişiklik gösteren genlere ait protein seviyeleri ELISA ile 
değerlendirilmiştir.  

 
Apelinin baskılanması, SCCL MT1 hücrelerinden apelin ifadesinin azalmasına ve ko-kültüre 

edildiği makrofajlarda kontrole kıyasla pro-inflamatuar cevabın artmasına neden olmuştur. IL1β, IL6 
ve TNFα gen ifadelerinde anlamlı artış görülmüştür. Anti-inflamatuar sitokin genlerinde ise IL10 gen 
ifadesi anlamlı olarak azalmıştır. Apelinin baskılanmadığı grupta ise pro-inflamatuar genlerde düşüş 
gözlenirken anti-inflamatuar genlerde artış görülmüştür. Bunların yanı sıra apelinin SCCL MT1 
hücrelerinde baskılanması, kanser hücrelerinde migrasyon ve invazyon yeteneğini azaltmıştır. E-
kadherin ifadesi artarken N-kadherin ifadesi anlamlı olarak azalmıştır. Ayrıca Twist, Slug, Snail ve 
CD44 ekspresyon seviyeleri de anlamlı olarak düşmüştür. Makrofaj polarizasyonunda etkili genler olan 
IL1β, IL6, IL10, TGFβ ve TNFα protein seviyesinde ifadelerindeki gözlenen anlamlı değişimler RT-
PZR analizi verileriyle uyumlu sonuçlara ulaşılmıştır. 

 
Apelinin SCCL MT1 hücrelerinde baskılanması RAW264.7 hücrelerinde pro-inflamatuar 

cevabı arttırmıştır. Bu sonuçlara göre kanser hücrelerinden salınan apelinin makrofajların 
polarizasyonuna doğrudan etki ettiği görülmektedir. Elde edilen sonuçlar, kanser mikroçevresinde M2 
tip makrofajların yoğun olarak bulunmasının apelin peptidi ile ilişkili olabileceğini ve apelinin kanser 
hücrelerinde terapötik hedeflenmesinin makrofajların, kanser progresyonunun durdurulmasında rol 
oynayabileceğini düşündürmektedir. Ayrıca apelin kanser hücrelerinin migrasyon ve invazyon 
yeteneğini arttırarak agresif bir fenotip oluşmasını sağlamaktadır. 

 
Anahtar Kelimeler: Apelin, Baş-boyun, Kanser, Makrofaj, shRNA 
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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 MT1 cells were used. The apelin expression was knockdown by shRNA method in 
SCCL MT1 cells. Then, apelin gene activated and suppressed SCCL MT1 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 MT1 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 MT1 cells and increased pro-

inflammatory response in co-cultured macrophages compared to control. Significant increases were 
observed in IL1β, IL6 and TNFα gene expressions whereas anti-inflammatory cytokine genes, IL10 and 
TGFβ 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 IL1β, IL6, IL10, 
TGFβ, and TNFα 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 

 



1 
 

1. GİRİŞ VE AMAÇ 
 

Kardiyovasküler hastalıklardan sonra dünya çapında en büyük mortalite 

oranları kanser ölümlerine aittir (Global Cancer Statistics, 2020). Kanser moleküler 

biyolojisinin karmaşıklığı hastalığın elimine edilmesinde en büyük engeldir. Kanser 

tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi girişimler kullanılmaktadır. 

Günümüzde etkili tedavilerin geniş yan etkileri sebebiyle hedefe yönelik tedaviler 

kullanılmaya başlanmıştır. Bunun yanı sıra, hastanın bağışıklık cevabının arttırılması, 

immün hücrelerin kanser hücrelerine hedeflenmesi gibi farklı mekanizmalar 

kullanılarak yeni tedavi yaklaşımları oluşturulmuştur. İmmünoterapi olarak 

adlandırılan bu tedaviler, yan etkisi daha az, bireysel bir tedavi olarak görülse de mono 

tedavi yaklaşımı olarak henüz kullanılmamaktadır. Kemoterapi, radyoterapi ya da 

cerrahi girişim sonrası ya da bunlarla eş zamanlı olarak uygulanmaktadır.  

 

Apelin ilk olarak mide ekstraktından izole edilerek tanımlanmıştır. Daha sonra 

apelinin obezite, diyabet gibi metabolik hastalıkların patolojisinde yer aldığı 

gösterilmiştir. Apelinin ayrıca nörodejeneratif hastalıkların fizyolojisinde de rol 

oynadığı bulunmuştur. Son dekadda yapılan çalışmalarda ise apelinin kanser 

hücrelerinde aşırı ifade edildiği tespit edilmiştir. Tüm bu çalışmalara dayanarak 

apelinin immün hücreler üzerindeki etkisi tam olarak ortaya konulmamıştır. Makrofaj 

hücrelerinin apelin reseptörüne sahip olduğu gösterilmiştir. Makrofajlar kanser 

mikroçevresinde yaygın olarak en fazla bulunan immün hücrelerdir (Boutilier ve 

Elsawa 2021). Kanser hücrelerinden ifade edilen apelinin kanser mikroçevresinde 

bulunan hücrelere etkisi, özellikle makrofajlar üzerine olan etkisi tam olarak 

bilinmemektedir. Makrofajlar kanser mikroçevresinde plastisitesi en yüksek hücreler 

olduğu, apelin ifadesine nasıl cevap verecekleri bu çalışmanın araştırma konusunu 

oluşturmaktadır. 

 

Bu tez projesinin amacı; kanser hücreleri tarafından aşırı ifade edilen apelin 

peptidinin kanser mikroçevresinde bulunan makrofajlar üzerine olası etkileri, özellikle 

makrofaj polarizasyonu üzerine etkisini araştırmaktır. Bu çalışmanın hipotezi; kanser 

hücrelerinden ifade edilen apelin peptidinin kanser mikroçevresinde bulunan 

makrofajların M2 tip yönünde polarize olmasını indüklemektedir. Bu amaç 

doğrultusunda, SCCL MT1 hücrelerinde apelin ifadesini baskılamak amacıyla 
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lentiviral shRNA yöntemi kullanılmıştır. Apelin ifadesi baskılanan hücreler 

TurboGFP ışımasıyla ayırt edilmiş ve puromisin seleksiyonuna tabi tutulmuştur. Elde 

edilen Ape (+) ve Ape (-) SCCL MT1 hücreleri mürin makrofaj hücreleri olan 

RAW264.7 hücreleriyle ko-kültüre edilmiştir. Oluşturulan ko-kültür gruplarında aday 

genlerin ifade değişiklikleri gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu analizi ile 

belirlenmiştir. Gen ifade analizi RAW264.7 hücrelerinde polarizasyonu gösteren 

sitokin genleri olan IL1, IL6, IL10, TNFA, TGFB için yapılırken, apelin ifadesinin 

baskılanmasının SCCL MT1 hücrelerinde migrasyon ve invazyon üzerine etkisi 

CDH1, CDH2, Vimentin, Twist, Slug, Snail, CD44 genleri için gerçekleştirilmiştir. 

Anlamlı değişiklik gerçekleşen sitokin genlerinin protein düzeyindeki miktarlarını 

belirlemek için ELISA yöntemi kullanılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 
 

2.1.Baş-Boyun Skuamöz Hücre Karsinoması 
 

2.1.1. Epidemiyolojisi 
 

Baş-boyun kanserleri (BBK) dünya çapında erkeklerde 8., kadınlarda ise 15. 

sırada yer alan malignitedir ve yıllık yaklaşık 800.000 yeni vaka insidansına sahiptir 

(Global Cancer Statistics, 2020). Bu vakaların %90’ı histolojik olarak skuamöz hücre 

karsinoması olarak sınıflandırılmaktadır (Bray ve ark. 2018). Baş-boyun tümörleri üst 

solunum yolu mukozal epitel hücreleri ve beslenme yolu (oral kavite, orofarinks, 

larinks ve hipofarinks) epitel hücrelerinden köken almaktadır (Şekil 2.1.).  

 
 

Şekil 2.1. Baş-boyun kanserlerinin köken aldığı bölgeler. 
 

Ağız boşluğu ve larengeal kanserler dünya çapında en yaygın baş ve boyun 

kanseridir. BBSHK görülme sıklığı yükselme trendinde olup, 2030 yılına kadar %30 

artması beklenmektedir (Küresel Kanser Gözlemevi; GLOBOCAN; Bray ve ark. 

2018). 

 

Baş ve boyun kanserlerinin %90'ından fazlası, üst aerodinamik sistemin 

mukozal astar epitelinden kaynaklanan baş ve boyun skuamöz epitel hücreli 

karsinomdur (BBSHK; Ferlay ve ark. 2019). Baş ve boynun anatomik bölgeleri baz 

alındığında baş ve boyun kanseri %44 oral kavite, %31 larenks ve %25 farenks 

dağılımı göstermektedir. Görünüş itibariyle homojen bir kökene sahip olduğu halde 

karsinogenez sonrası oldukça heterojen bir yapıya dönüşmektedir. Bunun sebebi 
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olarak geliştiği dokunun karmaşık anatomisi gösterilebilir. Aynı zamanda bu 

heterojenitenin bir diğer sebebi de farklı etiyolojiler ve karsinogenezisi yönlendiren 

çok çeşitli moleküler değişikliklerde olabilmektedir. BBSHK hastaların yaklaşık 

%60’ı ileri evrelerde (III veya IV) teşhis edilir ve hastaların yaklaşık %10'u uzak 

metastaz yapmaktadır (Cohen ve ark. 2018).  

 

Güneydoğu Asya ve Avustralya gibi bölgelerde BBSHK'nın yüksek prevalansı, 

spesifik kanserojen içeren ürünlerin tüketimiyle ilişkili bulunmuştur. Human 

papilloma virüs (HPV) ile artan orofaringeal enfeksiyon oranları, A.B.D. ve Batı 

Avrupa'da BBSHK'nın yüksek prevalansına katkıda bulunmaktadır (Hashibe ve ark. 

2007; Mehanna 2013; Jiang ve ark. 2019). Genel olarak, erkeklerin BBSHK'ya 

yakalanma sıklığı kadınlardan 2-4 kat daha fazladır. Viral olmayan BBSHK için 

ortalama tanı yaşı 66 iken, HPV kaynaklı orofaringeal kanser ve Epstein–Barr virüsü 

(EBV) kaynaklı nazofarengeal kanser için ortalama tanı yaşı 50’dir (Fung ve ark. 

2016; Windon ve ark. 2018). BBSHK için hayatta kalma süresi son otuz yılda 

artmıştır. Örneğin, Sürveyans, Epidemiyoloji ve Son Sonuçlar (SEER; Surveillance, 

Epidemiology, and End Results) kayıtlarına göre, tüm yaş grupları ve anatomik 

bölgeler analiz edildiğinde, 5 yıllık sağkalım 1992–1996 döneminde %55'ten 2002–

2006 döneminde %66'ya yükselmiştir (Pulte ve Brenner 2010). Yaşlı hastalar (>75 

yaş) dışında tüm yaş gruplarında ve sağkalımın durgun olduğu larinks hariç tüm 

anatomik bölgelerde iyileşmiş sağkalım gösterilmiştir. Hayatta kalmadaki iyileşme, 

kısmen, multimodel tedavi yaklaşımlarının gelişmesinden ziyade, ileri prognoza sahip 

bir popülasyon olan HPV ile ilişkili BBSHK'nın ortaya çıkmasına atfedilebilir. HPV 

için doku değerlendirmesi sonrasında yapılan SEER analizi, HPV-pozitif BBSHK'lı 

hastalarda iyileşmiş sağkalımı gösterirken, HPV-negatif BBSHK'lı hastalarda 

göstermemektedir (Chaturvedi ve ark. 2011). Doğrudan BBSHK'nın neden olduğu 

ölümlere ek olarak, bu kanser sebebiyle intihar eden vakalar sıralamasında pankreas 

kanseri olanlardan (100.000 kişide 86.4 vaka) sonra ikinci en yüksek intihar oranına 

(100.000 kişide 63.4 vaka) sahiptir. Psikolojik sıkıntılar ve riskli yaşam kalitesi 

muhtemelen intiharın altında yatan anahtar faktörlerdir (Osazuwa-Peters ve ark. 

2018). 
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2.1.2. Risk Faktörleri 

 

Epidemiyolojik çalışmalar, 2020 Dünya Sağlık Örgütü'nün (WHO; World 

Health Organization) Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı (IARC; International 

Agency for Research on Cancer) tarafından sınıflandırılan BBSHK için çok çeşitli risk 

faktörlerini ortaya çıkarmıştır. Bu risk faktörleri arasında tütün ve alkol tüketimi, 

çevresel kirleticilere maruz kalma ve HPV/EBV gibi viral ajanlarla enfeksiyon yer 

almaktadır. İlginç bir şekilde, çeşitli risk faktörleri coğrafi veya kültürel olarak 

yaygınlık göstermektedir. Tütün ve alkol tüketimi coğrafi olarak en yaygın olarak 

ortaya çıkan yüksek riskli faktörlerdir. Her iki maddenin de yoğun kullanıcılarının 

BBSHK geliştirme riski >35 kat daha yüksektir (Blot ve ark. 1988). Bazı Asya-Pasifik 

popülasyonları arasında ağız boşluğu kanseri, areca fıstığı (Areca catechu), betel 

yaprağı (the leaf of Piper betle), söndürülmüş misket limonu ve tütünün yanı sıra yerel 

geleneklere göre kullanılan baharatlarla ilişkilendirilmiştir. Areca fıstığı veya betel 

yaprağı ürünlerinin kullanımı, Hindistan'da (Hintli erkeklerde ve kadınlarda sırasıyla 

birinci ve dördüncü en yaygın kanser), Tayvan'da ve Çin anakarasındaki bazı 

bölgelerde özellikle yüksek ağız boşluğu kanseri oranları ile bağlantılıdır (Zhang ve 

ark. 2018). Genel olarak, HPV (-) BBSHK insidansı için yüksek erkek/kadın oranları, 

yukarıda bahsedilen madde kullanımları dahil olmak üzere cinsiyete özgü değişebilen 

risk durumlarını göstermektedir (WHO Global Report, 2015). 

 

Elektronik sigaraların BBSHK riski üzerindeki etkisi bilinmemektedir ancak 

önümüzdeki yıllarda ortaya çıkacaktır. Organik ve inorganik kimyasallar ve ayrıca 

partikül maddeler dahil kanserojen hava kirleticilerine maruz kalma, özellikle 

Hindistan ve Çin gibi hava kirliliğinin kötüleştiği gelişmekte olan ülkelerde ve 

bölgelerde BBSHK için bir risk faktörüdür (Datta ve ark. 2014). Diğer risk faktörleri 

arasında yaşlanma, kötü ağız hijyeni ve sebzeler açısından eksik beslenme yer 

almaktadır (Guha ve ark. 2007; Freedman ve ark. 2008). Enfeksiyöz ajanlar açısından, 

HPV ve EBV ile kalıcı enfeksiyon, sırasıyla orofarenks ve nazofarenksten 

kaynaklanan BBSHK için bilinen etiyolojik risk faktörleridir (Hennessey ve ark. 2009; 

Tseng ve ark. 2020). HPV pozitif BBSHK insidansı için erkek/kadın oranı 3-6 kat 

arasında değişmektedir (Viens ve ark. 2016), bu da anogenital HPV enfeksiyonunun 

benzer prevalanslarına rağmen erkeklerde daha yüksek persistan orofaringeal HPV 

enfeksiyonu oranları ile açıklanmaktadır (Gillison ve ark. 2012; Gillison ve ark. 2015).  
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Genetik faktörler de BBSHK riskine katkıda bulunur. Bozulmuş DNA onarım 

mekanizmaları ile karakterize, nadir görülen kalıtsal bir genetik hastalık olan Fanconi 

anemisi olan bireylerde (FANC gen mutasyonuna sahip), özellikle ağız boşluğu 

kanserleri olan BBSHK gelişme riski 500-700 kat artmıştır (Velleuer ve Dietrich 

2014). Fanconi anemisi olan hastaların BBSHK geliştirme eğiliminden sorumlu 

mekanizmalar bilinmemekle birlikte, Fanconi anemi yolağı genlerindeki 

değişikliklerin bir rolü olması muhtemeldir.  

 

Meta analizler, kanserojen metabolizmasında ve bağışıklıkta yer alan genlerdeki 

polimorfizmlerin, CTLA4 (rs231775 ve rs4553808), IL10 (1082A> G), sitokrom P450 

1A1 (CYP1A1; 462Val) ve glutatyon S-transferaz M1’in (GSTM1; boş polimorfizm) 

etkili olabileceğini göstermiştir (Cadoni ve ark. 2012; Fang ve ark. 2018). Bu nedenle, 

karsinojenleri metabolize etme yeteneğinin azalması ve bağışıklık sisteminin 

zayıflaması BBSHK'ye katkıda bulunabilmektedir. Tütün ürünlerinin kullanımının 

azalması, ağız sağlığının iyileştirilmesi ve yaygın HPV aşılaması, BBSHK'nin küresel 

insidansını azaltmaya yardımcı olacaktır (Chan ve ark. 2017). 

 

2.1.3. Tanı 

 

BBSHK tanısı, primer tümör ve/veya boyun kitlesinin biyopsisi ile 

konulmaktadır (Pynnonen ve ark. 2017). Biyopsi yöntemi lezyonun konumuna 

bağlıdır. Primer tümörlere tipik olarak cup forseps, insizyonel biyopsi veya eksizyonel 

biyopsi ile yaklaşılırken şüpheli servikal boyun kitlesine ince iğne aspirasyonu (FNA; 

fine needle aspiration) yapılmalıdır. Bir boyun kitlesinin eksizyonel biyopsisi, FNA 

biyopsi örneği kalıcı olarak tanısal olmadığı, kesitsel görüntüleme veya 

panendoskopide birincil bölge belirlenmediği ve/veya eşzamanlı servikal olmayan 

lenfadenopati nedeniyle lenfoma şüphesi olmadığı sürece önerilmemektedir.  

 

BBSHK, üst solunum-sindirim mukozasının tabakalı epitelinden türetildiği için, 

histopatolojik spektrum, hücresel atipi ve skuamöz farklılaşmanın boyutu ile 

karakterize edilmektedir. İyi diferansiye bir tümör, en klasik olarak bir 'keratin inci' 

olarak adlandırılan, düzensiz keratinizasyonlu katmanlar halinde organize olan olgun 

görünen hücreler ile tabakalı epitelden oluşmaktadır. Kötü farklılaşmış bir tümör, 
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minimal organize tabakalaşma veya keratinizasyon ile nükleer pleomorfizm ve atipik 

mitozlu olgunlaşmamış hücreler ile karakterize edilmektedir. Ayrıca gözlemlenen 

skuamöz farklılaşma derecesi etiyoloji ile yakından ilişkilendirilmektedir. HPV (-) 

BBSHK'ler, tabakalaşma ve keratinizasyonun korunmasıyla daha sık, orta veya iyi 

farklılaşırken, HPV (+) BBSHK'ler histopatolojik analizde zayıf şekilde farklılaşır ve 

hatta bazaloid morfolojisi göstermektedirler (Pai ve Westra 2009). 

 

BBSHK tanısı genellikle hematoksilen ve eozin boyama ile rutin histopatoloji 

temelinde yapılabilmektedir. Ancak, kötü diferansiye veya bazaloid tümörlerde, 

epitelyal kökeni doğrulamak için immünohistokimyal analizler gerekli olmaktadır. 

BBSHK tümörleri rutin olarak pansitokeratin antikorları ve sitokeratin 5, sitokeratin 6 

ve p63 antikorları dahil olmak üzere skuamöz farklılaşma belirteçleri ile 

boyanmaktadır (Yi ve ark. 2017). Modern evreleme ve prognozun ana belirleyicisi 

olduğundan, tüm orofaringeal veya bilinmeyen primer tümörler için HPV testi zorunlu 

tutulmaktadır. HPV durumunun belirlenmesi için, E6 ve E7 mRNA (ters 

transkripsiyon PZR ile), HPV DNA (PCR veya in situ hibridizasyon ile) veya hücre 

döngüsü proteini p16INK4A (immünohistokimya ile) (Taberna ve ark. 2017) dahil 

olmak üzere birçok teknik mevcuttur. Amerikan Patologlar Heyet'inin (The College of 

American Pathologists) konsensus önerileri, tümör hücrelerinin >%70'inde yaygın 

nükleer ve sitoplazmik boyanma tanı eşiği ile, p16INK4A için immünohistokimya ile 

HPV için yeni teşhis edilen tüm orofaringeal kanserlerin test edilmesini içermektedir 

(Lewis ve ark. 2018). Ek olarak, p16INK4A seviyesi, HPV enfeksiyonunun doğrudan 

bir ölçüsü değildir. p16INK4A, RB'nin (Retinablastom proteini) bozunması 

durumunda yukarı regüle edilir ve bu nedenle onkoprotein E7'nin seviyeleri için 

işlevsel bir aday olmaktadır. 

 

2.1.4. Tedavi 
 

Her bir hastaya yönelik tedavi yaklaşımı anatomik alt bölge, evre, hastalık 

özellikleri, fonksiyonel hususlar ve hasta istekleri tarafından yönlendirilmektedir. 

Lokal veya bölgesel olarak sınırlı BBSHK için küratif tedaviler rezeksiyon, radyasyon 

ve sistemik tedavidir. Tedavi planlaması, organın fonksiyonun korunmasını sağlarken, 

en yüksek küratif yaklaşımı hedeflemelidir. Klinik nodal tutulumu olmayan veya 

sadece tek bir nod tutulumu olan hastalarda, tek müdahale (rezeksiyon veya 
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radyasyon) ile %80'in üzerinde tedavi oranları elde edilebilmektedir (Lee ve ark. 

2018). Ağız boşluğu kanserleri için cerrahi, faringeal ve laringeal kanserler için 

radyasyon daha yaygın olarak kullanılmaktadır. Laringeal kanserler için, orta derecede 

hipofraksiyone radyasyon programı, standart radyasyon tedavisine göre daha iyi lokal-

bölgesel kontrol ve sağkalım ile sonuçlanmaktadır (Lyhne ve ark. 2015). Transoral 

robotik veya lazer rezeksiyon ve larinks koruyucu parsiyel larenjektomi dahil olmak 

üzere minimal invaziv rezeksiyondaki gelişmeler ve ayrıca iyileştirilmiş rekonstrüktif 

teknikler, birincil cerrahi tedavi endikasyonlarını genişletmiştir (Weinstein ve ark. 

2012; Forastiere ve ark. 2018). Drenaj yapan servikal lenf nodlarında oluşan gizli 

metastazlar, küçük invaziv primer tümörü olan hastalarda bile mevcut olabilir ve 

elektif boyun diseksiyonu kullanımı sağkalımı iyileştirmektedir (D’Cruz ve ark. 

2015). Tek yönlü radyasyon veya cerrahi sonrası tedavinin başarısız olması 

durumunda, alternatif bir tedavi yaklaşımı ile kurtarma, yüksek bir tedavi şansı sunar 

(Forastiere ve ark. 2003; Forastiere ve ark. 2018). Daha ileri tümör evresi olan hastalar 

için, patolojik risk faktörleri tarafından yönlendirilen postoperatif radyasyon veya 

kemoradyasyon, nüks riskini azaltmakta ve sağkalımı iyileştirmektedir. Artmış nüks 

riskinin göstergesi olan patolojik özellikler arasında ekstra nodal genişleme, yakın 

veya ilgili cerrahi sınırlar veya perinöral invazyon; bunlar mevcut olduğunda, 

radyasyonla birlikte yüksek doz sisplatin kemoterapisinin uygulanması sağkalımı daha 

da iyileştirmektedir ve en yüksek risk gruplarında sağkalımı etkilemektedir (Cooper 

ve ark. 2004).  

 

HPV (+) orofaringeal kanserli ve beşten fazla düğümü olan hastalarda >%50 

uzak metastaz olasılığı vardır. Bu tür hastalar, kemoterapinin mikrometastazlar 

üzerindeki potansiyel olumlu etkisi göz önüne alındığında, ilk cerrahi tedavi için de 

zayıf adaylardır (Lee ve ark. 2018). Kemoradyoterapi ile kesin tedavi, ileri T evresi 

(≥T3) olan, birden fazla tutulmuş düğümü veya tek bir hacimli düğümü olan hastalarda 

ve organ işlevinin korunması için cerrahi olmayan tedavi olarak önerilmektedir. 

Standart kemoterapi rejimi, her 3 haftada bir 100 mg/m2'de verilen tek ajanlı 

sisplatindir ve ağırlıklı olarak HPV (-) bir popülasyonda 3 yıllık sağkalım %37'dir. 

Bununla birlikte, önceden var olan işitme kaybı veya böbrek hasarı nedeniyle yüksek 

doz sisplatin için zayıf aday olan hastalarda, haftalık 40 mg/m2 sisplatin uygulaması 

karşılaştırılabilir bir sonuca ulaştırmaktadır (Bauml ve ark. 2019). 
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HPV ile ilişkili orofaringeal kanserli, küçük tümörlü veya hafif sigara öyküsü 

olan hastaların istisnai olarak yüksek sağkalıma sahip olduğu görülmüştür (Fakry ve 

ark. 2008; Ang ve ark. 2010). Ağırlıklı olarak tedaviye daha dirençli HPV (-) 

popülasyonda değerlendirilen agresif multimodalite tedavi rejimleri uygulanmıştır. 

Ancak böyle bir tam doz tedavinin toksisitelerinin ve risklerinin her zaman garanti 

edilip edilmediği sorusunu gündeme getirmiştir. Bir dizi tek yönlü çalışma, sigara 

içmeyen ve büyük hacimli tümörleri olmayanlarda, indüksiyon kemoterapisine verilen 

yanıtın, radyasyon dozunun 70 Gy'den 54 Gy'ye güvenli bir şekilde düşürülebildiği 

ölçüde radyasyon duyarlılığını öngördüğünü göstermektedir (Marur ve ark. 2017). 

Bununla birlikte, bu yaklaşımı doğrulamak için randomize çalışmalara ihtiyaç vardır. 

 

2.1.5. İmmünoterapötik Yaklaşımlar 

 

Tekrarlayan veya metastatik BBSHK'li hastalar arasında, bazıları kurtarma 

rezeksiyonu, yeniden ışınlama (özellikle nazofaringeal kanser için) veya 

metastazektomi (özellikle HPV (+) kanser için) ile tedavi edilebilmektedir (Fakry ve 

ark. 2014). Kalan hastalar sistemik tedavi için düşünülmektedir. Birinci basamak 

tedavi, altta yatan bir otoimmün bozukluk nedeniyle immünoterapiye kontrendikasyon 

olmadıkça, programlanmış ölüm ligand-1 (PDL1) eksprese eden tümörleri veya mikro 

uydu instabilitesi olan hastalarda programlanmış hücre ölümü proteini-1'e (PD1) karşı 

bir IgG4 insanlaştırılmış antikor olan immün kontrol noktası inhibitörü 

pembrolizumabı içermektedir. Bir faz III çalışmasında, pembrolizumab 

monoterapisini veya pembrolizumab ile platinleştirici bir ajan ve 5-florourasil 

kombinasyonunu aynı kemoterapi ile setuksimab ile kombinasyonu karşılaştırmıştır 

(Burtness ve ark. 2019). Kemoterapi+pembrolizumab, kemoterapi+setuksimab ile 

değerlendirildiğinde (sırasıyla 10,7 aya karşı 13 ay; HR 0,77, P=0,0034), 

karşılaştırılabilir yanıt ve toksisite sonuçlarıyla genel sağkalımı (Overall Survival; OS) 

iyileştirmiştir. Tek başına pembrolizumab, BBSHK'li tüm hastalar arasında 

kombinasyon kemoterapisi artı setuksimabdan daha düşük değildir (sırasıyla medyan 

OS 11,6 ay ve 10,7 ay; HR 0,85). ≥20 veya ≥1 kombine pozitif skor (CPS; combine 

positive score) olarak tanımlanan biyobelirteç PDL1 ekspresyonu olan hastalar 

arasında pembrolizumab monoterapisi için sağkalım, kemoterapi+setuksimabtan daha 

üstün bulunmuştur (sırasıyla 14,9'a karşı 12,3 ay). Bununla birlikte, kemoterapi 

kombinasyonu için yanıt gösteren hastaların oranı daha yüksektir. Bu nedenle birçok 
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uzman, hastalık yükü daha yüksek olan hastalarda ve daha semptomatik olanlarda 

pembrolizumab ve kemoterapi kombinasyonunu tercih etmektedir. Pembrolizumab 

monoterapisini ise daha düşük tümör hacmine ve en yüksek PDL1 ekspresyonuna 

sahip olanlara ayırmaktadır. Bağışıklık kontrol noktası inhibisyonu ile tedavi edilen 

BBSHK'li hastaların küçük bir kısmı, sıklıkla hiperprogresyon olarak adlandırılan 

hızlandırılmış hastalık progresyonu yaşayabilmektedir (Saada-Bouzid ve ark. 2017). 

Hiperprogresyon, HPV (-) hastalarda veya hacimli lokal veya bölgesel nüksü olanlarda 

ve kemoterapi olmadan immünoterapi kullanıldığında daha olasıdır. Hiperprogresyon 

daha kötü bir sonuçla ilişkilendirilse de, bu ortamda kemoterapiye objektif ve hatta 

kalıcı yanıtlar gözlemlenebilmektedir. Hastalık kontrolünü en üst düzeye çıkarmak ve 

tedavide hızlı değişiklik sağlamak önemlidir (Saleh ve ark. 2019). Pnömonit, kolit 

veya diğer organ yaralanmaları gibi bağışıklıkla ilgili advers olaylar yaşayan 

hastalarda tedaviye ara verilmesi ve sistemik kortikosteroidler endike olmaktadır 

(Puzanov ve ark. 2017). Metastatik ve/veya tekrarlayan BBSHK'li hastalar için, yeni 

immünoterapilerin yanı sıra çok hedefli kinaz inhibitörleri ve diğer anti-anjiyogenik 

ajanlar ile umut verici immün kontrol noktası inhibisyon kombinasyonlarını araştıran 

birçok klinik çalışma mevcuttur (Taylor ve ark. 2020). 

 

Tedavi boyunca semptom yönetimi, fonksiyonel rehabilitasyon ve palyatif 

bakım hizmetlerinin uygun şekilde dahil edilmesi, hastalar için performans durumunu 

ve yaşam kalitesini korumanın anahtarıdır. 

 

2.2.Makrofajlar 

 

2.2.1. Kökeni ve Genel Bilgi 

 

Makrofajlar ilk olarak Metchnikoff (Metchnikoff 1853) tarafından adaptif 

bağışıklık mekanizmalarından yoksun ilkel hayvanlar üzerinde yaptığı çalışmalar 

sırasında tanımlanmıştır. Hücrelere, Yunanca fajin (yemek için) ve sitler (hücreler) 

'den fagosit adı verilmiştir. Daha sonra makrofajlar, güncel haliyle 1970'lerin 

ortalarında Steinman ve Cohn (1973) tarafından keşfedildikten sonra dahil edilen 

monositler ve dendritik hücreler (DH'ler) ile birlikte van Furth ve Cohn (1968) 

tarafından kurulan mononükleer fagosit sisteminin bir parçası olarak sınıflandırılmıştır 

(Merad ve ark. 2013; Mildner ve Jung 2014). Mononükleer fagosit kavramı, 
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yetişkinlikte dokuda yerleşik makrofajlara kemik iliği (Kİ) türevli kan monositleri 

tarafından sürekli kaynak sağlandığını ileri sürmektedir (van Furth ve ark. 1972). 

Bununla birlikte, doku makrofajları ve kan monositleri arasındaki doğal gelişimsel 

bağlantı fikri, yıllar boyunca tartışılmıştır. Kendi kendini yenilemeye dayanan yetişkin 

doku makrofajlarının uzun süreli kalıcılığı iyi bilinmektedir. Ayrıca, dolaşımdaki 

monositlerin ortaya çıkmasından önce belirli embriyonik makrofaj popülasyonları 

oluşturulmaktadır. Son olarak, monositopenik hayvanlar görünüşte normal doku 

makrofaj popülasyonu sergiler ve dokuda yerleşik makrofajların sayısı da 

monositopeniden muzdarip hastalarda büyük ölçüde etkilenmemektedir (Ginhoux ve 

Jung 2014). Yapılan deneyler, bu hücrelerin monositik olmayabileceğini ortaya 

çıkarmıştır ve böylece monosit-makrofaj ekseninin revizyonuna yol açmıştır. 

 

Makrofajlar, mezoderm kaynaklı hematopoietik hücrelerdir. Embriyonik 

hematopoez, bağımsız dalgalar halinde meydana gelir ve organlar arasında zamansal 

ve mekansal olarak koordineli bir şekilde yer değiştirmektedir. Kemirgenlerde, ilk 

dalga genellikle geçici olarak kabul edilir ve ekstraembriyonik yolk kesesinin kan 

adalarında embriyonik 7. günde (E7) başlamaktadır. İlkel çekirdekli eritrositler ve 

miyeloid hücreleri üretir ancak lenfosit üretememektedir (Palis ve ark. 1999; Bertrand 

ve ark. 2015). Dalak ve Kİ gibi doğum sonrası mürin birincil hematopoietik organları, 

dolaşım sistemi yoluyla fetal karaciğer kaynaklı hematopoietik progenitörler 

tarafından kolonize edilmektedir ve nihayetinde özel nişlerde hematopoietik kök 

hücrelere (HKH'ler) ev sahipliği yapmaktadırlar (Cumano ve Godin 2007; Orkin ve 

Zon 2008). 

 

Embriyonik makrofajların yetişkinliğe kadar devam edip etmediği ve eğer 

öyleyse, bu hücrelerin ve dolayısıyla ilkel hematopoezin yetişkin doku makrofajlara 

önemli ölçüde katkıda bulunup bulunmadığı uzun süredir belirsizliğini korumaktadır. 

Ancak ilkel olmayan hematopoezde seçici mutant farelerin analizinde, yakın zamanda 

yolk kesesinden türetilen hücrelerin gerçekten de erişkin dokularında yerleşik 

makrofaj popülasyonlarının bir parçası olabileceğini ortaya koymuştur (Schulz ve ark. 

2012). Spesifik olarak, bu deneyler, Myb transkripsiyon faktörünün yolk sac 

miyelopoezi için vazgeçilmez olduğu, ancak kesin HKH türevli hematopoez için 

gerekli olduğu gerçeğinden yararlanmıştır (Sumner ve ark. 2000; Lieu ve Reddy 

2009). İlginç bir şekilde, Myb eksikliği olan embriyolar, karaciğer Kupffer hücreleri 
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(KH), epidermis Langerhans hücreleri (LH) ve beyin mikroglia hücreleri dahil olmak 

üzere birçok organda normal dokuda yerleşik makrofajları barındırmaktadır (Schulz 

ve ark. 2012). Kayda değer bir şekilde, bu veriler, kesin hematopoez yokluğunda, 

normal doğum sonrası dokuda yerleşik makrofaj popülasyonları da sergileyen Myb 

mutant zebra balığındaki gözlemlerle tutarlı bulunmuştur (Soza-Ried ve ark. 2010). 

 

2.2.2. Fizyolojik Önemi 

 

Metchnikoff’un keşfinden sonra fagositoz işleminin başlangıçta doku 

emiliminin homeostatik süreçlerinde ve besinlerin alınmasında rol oynadığı kabul 

edilmiştir. Daha sonra Metchnikoff, bu sürecin vücudu işgalcilere karşı korumak için 

de kullanılabileceği sonucuna varmıştır. Makrofajlar, vücuttaki hemen hemen tüm 

dokularda bulunur. Demir, bilirubin, kalsiyum, lipitler ve amino asitlerin 

metabolizmasında rol alırlar ve vücutta bu maddelerin oldukça sabit seviyelerde 

tutulmasına katkıda bulunurlar (Suda ve ark. 1992; Kostelli ve ark. 2010). Bu 

homeostatik işlevlerin çoğu, denizyıldızında 100 yıldan daha uzun bir süre önce 

tanımlanan ilkel bir süreç olan efferositoz ile ilgilidir. Makrofajlar fagositozu, ölü 

hücre ve doku kalıntılarının uzaklaştırılmasına ve geri dönüştürülmesi süreçlerinde 

kullanır. Aksi takdirde birikmeleri durumunda organ işlevi engellemektedir. Bu tür bir 

temizleme tüm organizmalarda meydana gelir ve adaptif immün yanıtların yokluğunda 

bozulmadan işlemektedir.  

 

Yüksek omurgalıların erken embriyonik dönemlerinde, kan damarlarının 

gelişmesinden önce, doku makrofajları iyileşme ve doku yenilenmesi sürecine katkıda 

bulunmaktadır. Makrofajlar, tipik olarak dokuda yerleşik tek "bağışıklık" hücreleri 

oldukları için önemli rollere sahiptirler. Göz (Chinnery ve ark. 2017), eklem 

(Kurowska ve Alivernini 2017), meme bezi (Chua ve ark. 2010) ve yumurtalıklarda 

(Wu ve ark. 2004) yerleşik makrofajlar, dokulardan gelen giriş sinyalleri entegre 

ederek ve komşu stromal hücrelere talimatlar göndererek doku bütünlüğünü 

korunmasını sağlamaktadır. Ayrıca, inflamasyonun kontrolünde ve ilerlemesinde 

regülatör görev yapmaktadırlar. Kısacası vücuttaki her organda bulunan tek hücre tipi 

makrofajlardır. Makrofajlar, epidermiste, korneada ve kan damarlarının bulunmadığı 

eklemlerin iç kısımlarında da bulunmaktadır. Bu bağlamda makrofajlar, dokulardan 

bilgi toplanması ve gerekli reaksiyonların tetiklenmesinde işlev gören hayati 
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hücrelerdir. Bu reaksiyonlar tipik olarak o organın günlük çalışması için gerekli olan 

fizyolojik işlevlerle ilgilidir. 

Makrofajlar, mikro ortamı algılayabilen ve organın ihtiyaçlarına cevap 

verebilen hücreler olarak birçok farklı durumda tanımlanmıştır. Metchnikoff'un 

belirttiği gibi, makrofajlar her zaman denge ararlar, ancak aynı zamanda organın 

benzersiz bireysel işlevlerini yerine getirmesine yardımcı olurlar. Örneğin; 

makrofajlar hamilelik sırasında hormonlardan gelen sinyalleri algılarlar ve 

embriyonun reddedileceği bir ortamda gelişmesine izin vermek için bağışıklık 

toleranslı bir ortamın oluşturulmasını sağlarlar. Aynı zamanda plasentanın oluşmasına 

da yardımcı olurlar. Bu ortam oluşturulmadan fetal gelişim gerçekleşmemektedir 

(Renaud ve ark. 2008). Kalpteki makrofajlar, kardiyomiyositlerle etkileşime girer, 

onları algılar ve repolarizasyonlarını hızlandırarak kalp iletimini sürdürürler. 

Makrofajların tükenmesi ilerleyici atriyoventriküler bloğu indükler (Hulsmans ve ark. 

2017). Yapılan çalışmalar, makrofajların dokulardan ozmotik sinyalleri iletebildiğini 

ve yüksek tuzlu diyetle beslenen fare ve sıçanlarda kan basıncını kontrol edebildiğini 

göstermiştir (McHnik ve ark. 2009). Aslında makrofajlar, NaCl hipertonisitesinden 

kaynaklanan sinyalleri tanıyabilir ve yüksek tuz konsantrasyonu yönünde hareket 

edebilirler (Müller ve ark. 2013). Bunlar, bu hücrelerin en önemli işlevi olan 

homeostazı korumak için sadece birkaç örnektir. Makrofajlar dönüştürücü olarak işlev 

görerek bulundukları ortamları yorumlar ve dengeyi korumak için komşu hücreleri 

uyarmaktadır. Hücre dışı matrisi yeniden şekillendiren matris metaloproteinazları ve 

anjiyogenezi indükleyen trombospondini ve vasküler endotelyal büyüme faktörünü 

(VEGF), yara iyileşmesini destekleyen büyüme faktörlerini içerebilmektedir. Tüm bu 

fonksiyonları ele alındığında makrofajları yalnızca “bağışıklık hücresi” olarak 

düşünmek uygun değildir. 

 

2.2.3.  Makrofaj Polarizasyonu 

 

Makrofajlar, mikroçevresel ipuçlarına tepki verebilen plastisitesi yüksek 

hücreler olduklarından, lipopolisakkarit (LPS) gibi patojenle ilişkili paternleri 

(PAMP'ler) tanıyan ve ilk yanıt veren hücreler arasındadır (Kawai ve Akira 2010). 

LPS, transkripsiyon faktörlerini örneğin; interferon düzenleyici faktörler (IRF'ler) ve 

nükleer faktör kappaB (NF-κB) aktive etmek için makrofajların yüzeyindeki Toll 
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benzeri reseptör 4'ü (TLR4) inaktive ederek inflamatuar yanıt oluşturmaktadır. 

Uyarılan makrofajlar; IL1β, IL6 ve TNFα dahil çeşitli pro-inflamatuar sitokinleri 

salgılayarak, patojenik hasara karşı savaşmak için daha fazla makrofaj ve lökositin 

yangı alanına toplanmasını kolaylaştırmaktadır (Malyshev ve Malyshev 2015). 

 

Hasarlı mikroçevrelerde, inflamatuar sitokinlerin yoğun salınımı, genel doku 

onarımı için potansiyel olarak zararlıdır. Bu sebeple makrofajlar, hasarlı hücreler 

tarafından salınan sitokinler IL4 ve IL13'e yanıt vererek, Janus kinaz-sinyal 

dönüştürücüler ve transkripsiyon aktivatörleri (JAK-STAT) yoluyla STAT6 

transkripsiyon faktörünün aktivasyonu ile sonuçlanır. STAT6 arginaz (Arg1) ve 

rezistin benzeri molekül α gibi genleri etkin bir şekilde uyararak anti-inflamatuar 

reaksiyonunun oluşmasını sağlamaktadır (Takeda ve ark. 1996; Gordon ve Martinez 

2010). Bu gen düzenleyici yolaklar, daha fazla uyarılmış makrofajın oluşturulmasını, 

bağışıklık düzenleyici sitokinlerin salınmasını, anjiyogenez ve bazal membranın 

yeniden şekillenmesi gibi süreçlerin indüklenmesini kolaylaştırmaktadır (Martinez ve 

ark. 2009; van Dyken ve Locksley 2013). 

 

Makrofajların farklı uyaranlar altındaki pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar 

işlevlerine dayanarak fenotiplerine göre sınıflandırılmıştır. M1 makrofajlar pro-

inflamatuar, LPS veya interferon gama (IFNγ) tarafından klasik olarak aktive 

edilmiştir. M2 makrofajlar ise anti-inflamatuar, IL4, IL13 veya IL10 tarafından 

alternatif olarak aktive edilmiştir (Italiani ve Boraschi 2014). İlginç bir şekilde, bu pro-

inflamatuar ve anti-inflamatuar yolaklar birbiriyle birleşebilmektedir. Çoğu zaman 

hasar bölgeleri de patojen saldırısına karşı hassastır, bu nedenle hasarın eliminasyonu 

için makrofaj türleri arasında bir denge gerekmektedir. Bu nedenle, hem işlevleri 

yerine getiren makrofajlar hem de M1 ve M2 spektrumunun tamamen dışında olan 

makrofajlar dahil olmak üzere her iki makrofaj türü de bu ortamlarda bulunmaktadır 

(Murray ve ark. 2014; Martinez ve Gordon 2014). Açıkçası belirli bir çevre içinde, 

belirli bir hastalık veya homeostatik durumda makrofaj işlevleri karmaşıktır. Bu 

nedenle, makrofajlar önemli bir potansiyel terapötik hedeftir (Zhou ve ark. 2014; 

Malyshev ve Malyshev 2015). 

 



 
 

15 

2.2.4.  Makrofaj-Kanser İlişkisi 

 
Makrofajların çevrelerini algılama kapasitesi sadece fizyolojik değildir, aynı 

zamanda kanser gibi hastalıkların tanı ve tedavisi için de kullanılabilir. Kanser 

tedavisinin en büyük zorluklardan birisi, erken metastazın saptanamamasıdır. Yakın 

zamanda yapılan bir çalışmada; arginaz-1 promotörünün kontrolü altında lusiferaz 

ifade eden bir makrofaj geliştirilmiştir. Makrofajlar tümör mikroçevresine 

çekildiğinde, tümörle ilişkili bir profile (tümörle ilişkili makrofaj, TAM) sahip olur. 

TAM’lar lusiferazı ifade etmeye başlar, bu durumda olası metastazı kolayca tespit 

edilebilir (Aalipour ve ark. 2019). Makrofajların dönüştürücü işlevlerini daha iyi 

anlamaya başladığımızda, makrofajların basit M1/M2 sınıflandırmasının yeterli 

olmadığını ve bu hücrelerin uyarı bağımlı şekilde manüple olabileceği açıkça 

görülmektedir.  

 

Makrofajlar, tümör mikro çevresine (TME; tumor micro environment;) lökosit 

infiltrasyonunun büyük bir bileşenidir. Son birkaç dekadda TAM'lar, tümör 

ilerlemesini bloke eden veya çoğaltan lökositler, sitokinler ve inflamatuar aracılar 

üzerindeki etkileri nedeniyle yoğun bir çalışmanın konusu olmuştur. Yalnızca 

kanserde değil, diğer hastalıkların inflamasyon tablosu için makrofajların kritik 

görevleri bir itici güç olarak tanımlanmıştır. Bilindiği üzere, inflamatuar barsak 

hastalığı, silikoz ve asbestoz gibi hastalıklardan kaynaklanan kronik inflamasyon, bu 

bölgeleri kanser gelişimine yatkın hale getirmektedir. İlginç bir şekilde, makrofajlar, 

bir yandan tümör elimasyonunu teşvik ederken (M1), diğer yandan artan tümörogenezi 

destekleyen (M2) farklı tiplere dönüşebilmektedir. Yaklaşık yarım yüzyıl önce yapılan 

çalışmalar, M1 makrofajlarının yabancı maddeleri uzaklaştırmak için birincil 

fizyolojik işlevine uygun olarak tümör hücrelerini öldürme ve uzaklaştırma 

kapasitesine sahip olduğunu göstermiştir (Evans ve Alexander 1970). M1 hücreleri, 

TME içinde sitokin üretimini başlatır ve pro-immün uyarıcı lökositlerin alımı ve tümör 

hücrelerinin fagositozu yoluyla tümör hücresi yıkımını kolaylaştırmaktadır. Bununla 

birlikte, diğer çalışmalar, M2 makrofajlarının tümör yayılımında merkezi bir role sahip 

olduğunu göstermektedir (Wang ve Joyce 2010). M2 hücreleri, bazal membran 

parçalanması ve birikmesi, anjiyogenez, lökositlerin toplanması ve genel bağışıklığın 

baskılanmasına katkılarıyla hem birincil hem de metastatik bölgelerde tümör 

gelişimini yönlendirdiği ortaya konulmuştur (Quail ve Joyce 2013). Normal 
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homeostaz gibi, TME içindeki makrofajların M1 veya M2 durumları ile sınırlı 

olmadığına dikkat etmek önemlidir. Bu spektrumun içinde veya dışında bulunabilirler. 

Polarizasyon durumundan bağımsız olarak tüm makrofaj popülasyonlarının ortamdan 

çıkarılması hem birincil hem de metastatik tümörijenezde önemli bir azalma olduğu 

için potansiyel bir terapötik seçenek olarak ortaya çıkmıştır (Ostuni ve ark. 2015). Öte 

yandan, makrofaj, polarizasyon durumundan bağımsız olarak, mikroçevresel 

ipuçlarının bir fonksiyonu olarak fenotipler arasında geçiş yapma yeteneği de dahil 

olmak üzere, plastisite kapasitesini korumaktadır. Bu nedenle, TME içindeki makrofaj 

fenotipinin immün baskılayıcıdan immün destekleyiciye değiştirilmesi, şu anda 

terapötik uygulamalar için araştırılmaktadır (Quail ve Joyce 2016). 

 

2.2.5.  Makrofajların Terapötik Kullanımı 

 

İlaç yüklü nanopartiküllerin doğru immün sistemi uyarıcı ile ortama 

verilmesiyle yüksek fagositik kapasiteye sahip makrofajların bir ilaç taşıyıcı olarak, 

kanser hücrelerini doğrudan öldürme yetenekleri büyük ilgi görmektedir (Lee ve ark. 

2016). Örneğin, peritoneal makrofajlar toplanıp nanoparçacık/lipozom 

formülasyonlarıyla inkübe edilerek ilacın makrofaja yüklenmesi sağlanmaktadır ve 

daha sonra hayvanlara/hastalara geri infüze edilebilmektedir (Choi ve ark. 2012; 

Madsen ve ark. 2012). İn vivo olarak enjekte edilen ilaçlar, sürekli salınım için vücutta 

yerleşik olan makrofajlar/TAM'lar tarafından alınmaktadır (Tanei ve ark. 2016). Her 

iki stratejide de ilaçların dolaşım yarı ömrünü önemli ölçüde arttırırken, makrofajın 

uzun vadeli hayatta kalması ilacın toksisitesi ile sınırlıdır. Bu nedenle ilaçların çoğu, 

akut toksisiteyi azaltmak için makrofaj taşıyıcısına nanopartikül veya lipozom 

formülasyonlarına yüklenerek kullanılmaktadır (Choi ve ark. 2012; Ikehara ve ark. 

2016). İlacın makrofajlar için toksik olmadığı durumda, uygun formülasyon, Dou ve 

ark. (2006; 2009) tarafından indinavir nanoparçacık yüklü makrofajlar için gösterildiği 

gibi, yüklenen ilacın makrofajlardan en az 2 haftaya kadar sürekli salınımını 

sağlamaktadır. Hücre içi stabilitizayon amacıyla, uygun nanoparçacık kapsülleme 

stratejileri kullanılarak proteinleri makrofajlara yüklemek bile mümkündür (Klyachko 

ve ark. 2014). Etkili ilaç yüklemesi için önemli olan, ilaç yüklü makrofajların tümöre 

göç etme yeteneğidir. Chang ve ark. (2013) tarafından yapılan bir araştırmada, 

makrofajlar tarafından alınan nanoparçacıkların boyutunun, makrofajların hareket 

kabiliyetini önemli ölçüde değiştirebildiğini göstermektedir. ayrıca daha küçük 
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nanoparçacıkların (30 ve 50 nm), daha büyük nanoparçacıklara kıyasla (100 ve 500 

nm) makrofajlar tarafından daha yüksek fagosite olduğu gösterilmiştir. Makrofajların 

göç hızının yavaşlatılması için 100 nm nanopartiküllerin kullanılmasının etkili ilaç 

yükleme ve makrofaj göçü için iyi bir denge sağladığını ileri sürmektedir (Chang ve 

ark. 2013). Taşıyıcı makrofajlarda ilaç aktivitesi üzerindeki kontrolü sağlamak için 

makrofajlar tetiklenmiş salınım için sıcaklığa duyarlı lipozomlar (İkehara ve ark. 

2006), fototermal terapi için altın silika nanokabuklar (Madsen ve ark. 2012) ve 

elektromanyetik indüksiyon ve ikili izleme kullanılarak demir oksit nanoparçacıkları 

ile yüklenmektedir (Choi ve ark. 2012; Han ve ark. 2016). Amfifilik polimerle 

modifiye edilmiş iyon oksit (IO) ve altın (Au) nanopartiküllerle yapılan bir çalışmada 

makrofajların, vakualizasyonunun ve polarizasyonunun arttığı tespit edilmiştir. Daha 

küçük boyutlardaki nanopartiküllerin (4 nm) büyük boyutlardakine (14 nm) kıyasla 

anlamlı oranda makrofaj polarizasyonuna etki ettiği ve lizozomal hasara sebep olduğu 

gösterilmiştir. Makrofajlar tarafından nanopartiküllerin alımı sırasında büyük 

miktarlarda vakuollerin oluştuğu, bunun bağışıklık tepkisini arttırdığı ve makrofajları 

M1 polarizasyonuna doğru indüklediğini göstermiştir (Cheng ve ark. 2019) 

 

2.3.Apelin ve Apelin Reseptörü 

 
Anjiyotensin reseptörü‐benzeri 1 olarak da adlandırılan apelin reseptörü 

(APJ/APLNR) ilk olarak 1993 yılında klonlanmıştır. APJ, anjiyotensin II reseptörü 

(AT1) ile transmembran alanlarında %54 homoloji ve tüm sekans için %31 homolojiye 

sahiptir. Bununla birlikte, APJ, anjiyotensin II'yi bağlamamaktadır (O’Dowd ve ark. 

1993). APJ reseptörünün ilk endojen ligandı olan Apelin, Tatemoto ark. (1998) 

tarafından sığır mide ekstraktlarında tanımlanmıştır (Şekil 2.2). 

 
 
Şekil 2.2. Apelinin moleküler yapısı (Tatemoto ve ark. 1998). 
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2.3.1. Apelinin Yapısı 

 

Pre-pro-apelin, 77 amino asit büyüklüğünde bir öncü peptididir. Pre-pro-apelin 

proteolitik kesim ile çeşitli apelin peptidleri elde edilmektedir. Bu peptitler arasında 

apelin‐36, apelin‐17, apelin‐13, apelin‐12 ve pyr‐apelin‐13 bulunur (Zhang ve ark. 

2018; Şekil 2.3.).  

 

Şekil 2.3. Pre-pro-apelinin proteolitik kesimi ile oluşan çeşitli apelin peptidleri (Zhang 
ve ark. 2018). 

Pyr-apelin‐13, APJ'ye yüksek afinite ile en bağlayıcı olanıdır (Tatemoto ve ark. 

1998). Apelin, beyin, karaciğer, böbrek, kalp, akciğer, gastrointestinal sistem, adrenal 

bez, yağ dokusu ve endotel gibi farklı dokularda eksprese edilmektedir (Kadowaki ve 

Yamauchi 2005). Apelin, bir G proteini bağlı reseptöre (APJ) bağlanarak ERK ve 

PI3K/Akt yolaklarının aktivasyonuyla sonuçlanan bir dizi sinyalizasyon üzerinden 

etki etmektedir (Carpéné ve ark. 2007).  

2.3.2. Apelinin Fizyolojik Rolü 

Apelinin fizyolojik fonksiyonları arasında kan basıncı kontrolü, insülin ve 

histamin salınımın regülasyonu, anjiyogenez ve sıvı ve gıda alımının hipotalamik 

regülasyonu bulunmaktadır (Boucher ve ark. 2005). Bu adipositokinin hiperinsülinemi 

ve diabetes mellitus (DM) tip 2 patogenezi ile güçlü bir korelasyonu varken, vücut 

kütle endeksi (BMI; body mass index;) ve dolaşımdaki apelin seviyeleri arasında açık 

bir ilişki yoktur (Castan ve ark. 2011; Cavallo ve ark. 2012).  
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2.3.3. Apelinin Karsinogenezdeki Rolü 

 

Yüksek apelin seviyeleri, kanser progresyonu için potansiyel bir belirteç olarak 

görev yapan kolanjiyokarsinom, prostat, oral, yumurtalık, kolon, endometriyal, 

akciğer ve gastroözofageal kanserlerle ilişkilendirilmiştir. Apelin, artan proliferasyon, 

göç, invazyon ve apoptoza direnç yoluyla metastazı teşvik edebilir (Lacquaniti ve ark. 

2015; Wysocka ve ark. 2018). Apelin seviyesi küçük hücreli dışı akciğer kanseri 

(NSCLC; non small cell lung cancer) örneklerinde normal akciğer dokusuna göre 

artmış ve yüksek apelin düzeyleri hastanın genel sağkalımının kötü olması ile ilişkili 

bulunmuştur (Berta ve ark. 2010). Hepatoselüler karsinom tümörlerinde (Lin ve 

Chuang 2013) ve insan kolon adenomlarında ve adenokarsinomlarında sağlıklı dokuya 

kıyasla daha yüksek apelin ve APJ ekspresyon seviyeleri saptanmıştır. Ekzojen 

apelinin, kolon kanseri hücreleri üzerinde anti-apoptotik etkilere sahip olduğu 

bulunmuştur (Picault ve ark. 2014). İnsan kolon kanseri hücre hatlarında bu peptidin 

JAG-1/Notch3 sinyal yolu üzerinden proliferasyonu arttırdığı tespit edilmiştir (Chen 

ve ark. 2017). Hücre göçü, embriyogenez, yara iyileşmesi, anjiyogenez ve metastaz 

gibi birçok fizyolojik ve patolojik süreçte önemli bir rol oynamaktadır. Hücre 

hareketinin düzenlenmesinde rol oynayan ana faktörlerden biri, aktin hücre iskeletidir 

(Blanchoin ve ark. 2014). Aktin, kas kasılması, hücre motilitesi, adezyon ve şeklinin 

korunması gibi birçok farklı süreçle ilişkili konservatif bir proteindir (Khaitlina 2007; 

Simiczyjew ve ark. 2017). Aktin hücre iskeletinin organizasyonu, aktin monomerik ve 

polimerleştirilmiş (filamentli) formu arasındaki dinamik dengeyi düzenleyen çoklu 

aktin bağlayıcı proteinler (ABP; actin binding protein) bulunmaktadır. Bu oran kanser 

hücrelerinde bozulabilir (Gross 2013). ABP'lerden biri, hem monomerik hem de 

filamentli aktin ile etkileşime giren kofilindir. Bu protein, aktin hücre iskeletinin 

dinamik olarak yeniden şekillenmesini etkiler ve iki şekilde hareket edebilir. Bunlar; 

aktin filamanlarının kesilmesi ve monomerlerin aktin filamanlardan ayrılmasını 

sağlayarak depolimerizasyon hızının arttırılması sağlanmaktadır (Bravo-Cordero ve 

ark. 2013). Ayrıca apelinden etkilenen kofilinin akciğer kanseri hücrelerinin göçünü 

uyarabileceğini göstermiştir (Şekil 2.4; Lv ve ark. 2016).  
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Şekil 2.4. Apelin reseptörü ile aktive olan moleküler yolaklar (Lv ve ark. 2016). 

 

Gastroözofagal kanserler üzerine yapılan bir çalışmada, 53 skuamöz hücre 

karsinomasına sahip hasta ve 27 sağlıklı bireyde, apelin ekspresyonunun lenf nodu 

metastazı olan tümör dokularında ve serum seviyelerinde kontrole göre önemli ölçüde 

arttığı bulunmuştur. Bunun tersine evre-4 kanserli hastalarda ve nod/uzak metastazı 

olan bireylerin serum düzeyinin ise azaldığı tespit edilmiştir (Diakowska ve ark. 2018). 

Bir adipokin olan apelin ve reseptörü APJ, lenfatik invazyonu etkileyebilmektedir. 

Obez endometriyal kanser hastalarında serum apelin düzeyleri, normal BMI endeksine 

sahip hastalarına göre daha yüksek bulunmuştur (Altınkaya ve ark. 2015). Yüksek 

dereceli seröz yumurtalık kanseri tanısı alan 30 hasta üzerinde yapılan çalışma da ise 

lenf nodu metastazının apelin immünoreaktivitesiyle güçlü ilişki gösterdiği 

bulunmuştur (Ünal ve ark. 2020) 

Apelin ekspresyonu hipoksi, stres, açlık ve besleme gibi faktörler tarafından 

düzenlenmekte (Han ve ark. 2008; Izgut-Uysal ve ark. 2014) ve TNFα gibi inflamatuar 

aracılar tarafından indüklenmektedir (Daviaud ve ark. 2006). İnflamatuar aracılar 

tarafından uyarılan apelin transkripsiyon aktivitesi ve bağırsak dokusunda 

inflamasyon sırasında artan apelin ekspresyonu gösterilmiştir (Han ve ark. 2008). 

Apelinin, kültürlenmiş J774 makrofajlarının üst fazındaki IL6 ve MCP-1 proteini 

konsantrasyonlarını azalttığı ve ayrıca damar duvarında makrofaj birikimini önlediği 

bildirilmiştir. Ayrıca, LPS uyarılmasından önce, pyr-apelin-13 ile ön muamele, J774.1 
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hücrelerinde IL6'nın mRNA ekspresyonunu ve protein salgılanmasını önemli ölçüde 

azaltmıştır (Obara ve ark. 2014). Bununla birlikte, apelin, lökositin inflamatuar 

bölgeye göçünde önemli bir rol oynayan VCAM-1, ICAM-1 ve E-selektin gibi 

yapışma moleküllerinin ekspresyonunu modüle etmemektedir (Leeper ve ark. 2009). 

Nöral makrofajlar apelin çok az ifade etse de (Choe ve ark. 2000), Leeper ve ark. 

(2009) çalışmasında, mürin monositlerinin ve makrofajların apelin reseptörünü 

eksprese ettiğini, bu da makrofajların APJ yoluyla apeline yanıt verdiğini göstermiştir. 

Kültüre edilmiş hücrelerde inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin ifadesini 

düzenleyen apelinin anti-inflamatuar etkisi gösterilmiştir (Leeper ve ark. 2009).  

2.4. Gen İfadesinin Manipülasyonu 

 

Gen ifadesinin hem posttranskripsiyonel hem de epigenetik olarak 

düzenlenmesinde hücrelere eksojen olarak sokulan çift sarmallı RNA'lar tarafından 

susturulabileceğinin keşfi moleküler çalışmalar için çığır açmıştır. RNAi'nin (RNA 

interferans) en önemli özelliği, dsRNA'nın gen susturmasını ortaya çıkarmış olmasıdır. 

Üç farklı RNAi yolu bilinmektedir; küçük interferans yapan RNA (siRNA), 

mikroRNA (miRNA) ve Piwi-etkileşimli RNA (piRNA; Kim ve ark. 2009). Her biri, 

Argonat/PIWI (Ago/PIWI) protein ailesi üyelerine yüklenen olgun küçük RNA'ların 

ortak özelliği ile farklı biyogenez, hücresel işlevler ve koruma modellerine sahiptir. 

Küçük RNA'lar, Ago/PIWI proteinleri ile kompleks halindeyken hedef RNA'ları 

bağlamaktadırlar. Bazı Ago/PIWI proteinleri, hedef RNA'yı küçük RNA'nın 10. 

bazına bağlı bazda bölen "dilimleyici" ribonükleaz (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 ürünleridir. dsRNA, uzun bir molekül içi saç tokası veya bir uzatılmış 

dubleks RNA formunda olabilmektedir. Böceklerdeki siRNA yolu, tüm omurgalılar 

gibi diğer hayvan türlerinde bulunmaz ve eklembacaklılara özgü Dicer (Dicer 2) ve 

Argonat 2 (Ago2) proteinleri aracılığıyla gerçekleşmektedir (Wynant ve ark. 2017). 

dsRNA'nın Dicer 2 ile işlenmesi, 3' tek sarmallı çıkıntılar sergileyen ~21 nt RNA 

dupleksleri oluşturmaktadır. Dubleksin her iki ipliği de Ago2’ye yüklenir, ardından 

Hen1 metiltransferaz terminal 2' hidroksilleri metiller. Ago2, siRNA hedef 
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transkriptlerini parçalayan dilimleyici aktiviteye sahiptir. Ago2 dilimleme ile 

hedeflerin yok edilmesi, siRNA'lar tarafından susturma için kritik öneme sahiptir. 

siRNA ve hedef RNA'nın 10. bazındaki uyumsuzluklar nedeniyle dilimleyicinin 

bozulması, gen susturma kaybına yol açar. Bu nedenle, siRNA aracılı susturma, hedef 

RNA ve siRNA arasında mükemmele yakın eşleşmeyi gerektirmektedir. 

Memelilerde ise Dicer 2 enzimi yerine DGCR8 ve Drosha enzim kompleksi 

aracılığıyla çalışmaktadır. Sitosolik siRNA yolunda, genellikle uzun eksojen (örneğin 

viral kaynaklı) RNA dupleksleri, RNaz Dicer tarafından 3' uçlarında 2 nt çıkıntıları 

olan kısa siRNA duplekslerine (19 nt) işlenir, bunlar daha sonra RNA kaynaklı 

susturma kompleksine (RISC) dahil edilmektedir. RISC içinde, iki siRNA dizisinden 

biri bozulurken, diğeri olan kılavuz dizi, RISC'yi mRNA bozunmasını indüklemek için 

endonükleaz Ago2 tarafından bölünen tamamlayıcı mRNA dizilerine hedeflemek için 

kullanılmaktadır. Bu durum, RNAi'nin yüksek verimliliğini açıklayan katalitik bir 

işlemdir (siRNA kılavuz ipliği ile yüklenen bir RISC, birçok tamamlayıcı mRNA 

molekülünü parçalayabilmektedir). Endojen miRNA yolunda ise, genomik olarak 

kodlanmış miRNA'lar çekirdekte RNA polimeraz II tarafından kopyalanır. Bu pri-

miRNA'ların Drosha ve DGCR8 tarafından işlenmesinden sonra, elde edilen pre-

miRNA'lar çekirdekten sitoplazmaya exportin-5 (EXP5) yoluyla taşınmaktadır. 

Bununla birlikte, siRNA ve miRNA yolları, kılavuz iplik seçiminden sonra farklılık 

gösterir. siRNA'lar hedef mRNA'ya tamamen tamamlayıcıdır ve yıkımlanmasını 

indükler. miRNA iplikleri ise, RISC'yi esas olarak, yalnızca kısmi baz eşleştirme 

etkileşimleri oluşturdukları hedef mRNA'larının 3'-UTR'sine yönlendirir. miRNA’nın 

yaygın biyolojik etkileri, protein biyosentezinin 5' başlığa bağlı başlatılmasının 

inhibisyonu ve/veya sitoplazmik mRNA’nın degredasyonu, mRNA'ların 5' ucunda 7-

metil-guanozin-5',5'-trifosfat başlığı ve mRNA'ların 3' ucundaki poli (A) kuyruğunun 

degredasyonu ile sağlanmaktadır (Şekil 2.5.; Grünweller ve Hartmann 2016).  
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Şekil 2.5. Endojen ve ekzojen kaynaklı miRNA’ların hücresel süreci (Grünweller ve 
Hartmann 2016). 

 

2.4.2.  shRNA 

 

Kimyasal olarak sentezlenen kısa interferans yapan RNA oligonükleotitlerinin 

(siRNA'lar) doğrudan sitozole transfeksiyonunu içeren yaklaşımla birlikte RNAi'nin 

birkaç yöntemi zaman içinde gelişmiştir. siRNA'ların aktarımı birçok hücre türünde 

uygulanabilir. Ancak bu uygulamanın başarısı, siRNA aracılı gen susuturmanın 

yalnızca transfeksiyon yapılan hücreler ile sınırlandırılmaktadır. RNAi'nin başka bir 

formu, vektör aracılı üretim ile hücre içinde sentezlenen kısa saç tokası RNA'ların 

(shRNA; short hairpin RNA) kullanımını içermektedir. siRNA'lar gibi shRNA'lar, 

RNA pol III veya modifiye edilmiş pol II promotörleri tarafından kopyalanan 

shRNA'ları kodlayan plazmit vektörleri kullanılarak transfekte edilebilmektedir. 

Ancak viral vektörler de kullanılarak memeli hücrelerine aktarılabilmektedir. siRNA 

teknolojisinde siRNA dubleksi doğrudan sitozole aktarılmaktadır. Endojen miRNA'da 

bulunan saç tokasına benzer şekilde, shRNA’lar 4-11 nt'lik kısa bir döngü ile bağlanan 

iki tamamlayıcı 19-22 nt RNA dizisinden oluşmaktadır. Transkripsiyonun ardından, 

shRNA dizisi sitozole aktarılır. Burada, shRNA'yı siRNA duplekslerine işleyen 

endojen bir enzim olan Dicer tarafından tanınmaktadır. Eksojen olarak iletilen sentetik 

siRNA oligonükleotitleri gibi, endojen olarak türetilmiş siRNA, hedef mRNA'ya 
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bağlanmak için RISC kompleksine katılır gen ifadesi baskılanır (Kutter ve Svoboda 

2008). 

2.4.3.  miR-30 Adapte shRNA 

 
Kısa shRNA yapıları, insan mikroRNA-30 (miR-30) birincil transkriptleri 

olarak ifade edilmektedirler. Bu tasarım, saç tokası yapısına bir Drosha işleme bölgesi 

ekleyerek gen susturma verimliliğini büyük ölçüde arttırdığı gösterilmiştir (Boden 

2004). Saç tokası sapı, dsRNA'nın 22 nükleotidinden ve insan miR-30'undan gelen 19 

nükleotid halkasından oluşmaktadır. Saç tokasının her iki tarafına miR-30 halkası ve 

125 nükleotitlik miR-30 yan dizisinin eklenmesi, geleneksel shRNA tasarımlarıyla 

karşılaştırıldığında, ifade edilen saç tokalarının Drosha ve Dicer işlenmesinde >10X 

artışa neden olmaktadır (Silva 2005). Artan Drosha ve Dicer işleme, daha fazla shRNA 

üretimi ve ifade edilen saç tokaları için daha fazla etki anlamına gelmektedir. miR-30 

tasarımının kullanılması, hedef dizi seçimi için 'kural tabanlı' tasarımların 

kullanılmasına da izin vermektedir. Bu kural, antisens zincirin 5' ucunun destabilize 

edilmesidir ve mikroRNA/siRNA'ların RISC kompleksine dahil edilmesiyle 

sonuçlanmaktadır. Tescilli tasarım algoritması, kodlama bölgelerindeki dizileri ve 

insan veya fare genomlarındaki diğer herhangi bir diziyle 3'ten fazla uyumsuzluk 

içermeleri şartıyla 3'-UTR'yi hedeflemektedir. 
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3.  GEREÇ VE YÖNTEM 
 

Bu çalışma, Necmettin Erbakan Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyoloji Anabilim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir. Çalışmanın etik kurul onayı 

08.05.2020 tarihli ve 2020/2473 karar sayısı ile Necmettin Erbakan Üniversitesi 

Meram Tıp Fakültesi İlaç ve Tıbbi Cihaz Dışı Araştırmalar Etik Kurulundan alınmıştır 

(Bkz. Ek-1).  

 

3.1.Hücre Kültürü 
 

 Çalışmada kullanılan skuamöz hücre karsinoması hücre hattı SCCL-MT1, 

University of Southern California (Los Angeles, CA, USA)’dan ve mürin makrofaj 

hücre hattı RAW264.7 ise American Type Culture Collection (ATCC)’den temin 

edilmiştir. Dondurulmuş hücreler önce 37oC’de çözüldükten sonra 1200 rpm’de 5 

dakika santrifüj yapılmıştır. Pellette toplanan hücreler, %10 Fetal Sığır Serumu (Heat 

Inactivated FBS, Gibco, A.B.D.) ve %1 penisilin/streptomisin (P/S; 100 U/ml penisilin 

ve 100 μg/ml streptomisin; Gibco, A.B.D.) içeren RPMI (Hyclone, A.B.D.) kültür 

besiyeri bulunan flasklara alınarak %95 nemli ve %5 CO2’li etüvde 37oC’de inkübe 

edilmiştir. 

 Hücreler flaskta %80’lik alanı doldurduktan sonra steril olarak %0,25 tripsin 

(Hyclone, A.B.D.) solüsyonu muamelesi ile kaldırılarak, 5 ml fosfat buffer saline 

(PBS; Gibco, A.B.D.) ile yıkanmıştır. T25 flaskına (Orange Scientific, A.B.D.) 2 ml 

ve T75 flaskına 5 ml steril %0,25 trypsin solüsyonu eklenerek, 5 dakika 37oC’de 

inkübe edilmiştir. Daha sonra 10X ışık mikroskobunda (Olympus CKX41, Almanya) 

hücrelerin kalkıp kalkmadıkları gözlenmiştir. Hücrelerin kalktığından emin 

olunduktan sonra tripsin inaktivasyonu için iki kat hacimde tam bir kültür besiyeri 

(%10 FBS ve %1 P/S içeren RPMI) eklenmiştir. Hücre solüsyonu 15 ml’lik falkonlara 

(ISOlab, Çin) aktarılarak, 1200 RPM’de 5 dakika santrifüj edimiş ve süpernatant 

atılmıştır. Hücre peleti 5 ml tam bir kültür besiyerinde çözdürülmüştür ve 

hemositometri lamında (Hausser Bright-Line, A.B.D.) hücre sayımı yapılmıştır. 
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3.2. SCCL MT1 Hücrelerinin Transdüksiyonu 

 
3.2.1. pGIPZ plazmidi 

 
Çalışmada kullanılan pGIPZ plazmidi, DharmaconTM GIPZTM Lentiviral 

shRNA Kütüphanesi, Cold Spring Harbor Laboratuvarı'ndan Dr. Greg Hannon ve 

Harvard Tıp Okulu'ndan Dr. Steve Elledge tarafından geliştirilmiştir. Bu kütüphane, 

birincil ve bölünmeyen hücreler dahil çoğu hücre tipinde RNA interferansı (RNAi) 

üretebilen güçlü bir mikroRNA'ya uyarlanmış shRNA'nın pGIPZ lentiviral vektörü 

(Şekil 3.1.) ile birleştirilmesiyle oluşturulmuştur.  

 

 
Şekil 3.1. pGIPZ plazmidinin ana yapısı. 

 

Ticari olarak temin edilen plazmidler apelin genine özgü miRNA-adapte 

shRNA sekansına sahip iki farklı viral stok olarak temin edilmiştir. Bu plazmid 

klonları sırasıyla V3LHS_401189 ve V3LHS_401190 klonlarıdır (Dharmacon, 

Birleşik Krallık). Viral stoklar soğuk zincirle temin edilmiş olup, -80oC’de muhafaza 

edilmiştir. Çalışmadan hemen önce oda ısısında 5 dakika inkübe edilmiştir. 3’-UTR 

dizine hedeflenmiş olan plazmidlerin olgun antisens dizileri Tablo 3.1’deki gibidir. 
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Tablo 3.1. Plazmid içinde yer alan apelin geni 3’UTR bölgesine hedefli shRNA 

dizileri. 

Plazmid ID Antisens Dizisi 

V3LHS_401189 TTACAAACATTGAACACAG 

V3LHS_401190 TTCTTAATGAACAGGGCCT 

 
 

3.2.2. Viral Stok Dilüsyonlarının Hazırlanması 
 

 Kullanılacak viral dilüsyon miktarının belirlenmesi için öncelikle serumsuz 

besiyerinde 96’lık kuyucuklu pleytte seyreltme yapılmıştır (Şekil 3.2). Her kuyucuğa 

80 μL serumsuz besiyeri eklenmiştir. Sütun 1’e ilk dilüsyon olarak 20 μL çözülmüş 

virüs stoğu eklenmiştir. Daha sonra sırasıyla önceki kuyucuktan sonrakine 20 µL 

olacak şekilde 5X dilüsyonlar hazırlanmıştır. 

 
Şekil 3.2. Viral stok dilüsyonlarının hazırlanması. 

 

3.2.3. Transdükte Birim Sayısının Belirlenmesi 
 

 Hedef hücre transdüksiyonundan hemen önce çalışılacak hücrelerde transdükte 

birim sayısı belirlenmiştir. Her kuyucuğuna tam besiyerinde 5x104 hücre olmak üzere 

24’lük pleytin tüm kuyucuklarına ekilmiştir (Şekil 3.3). 24 saat etüvde inkübe 

edildikten sonra Tablo 3.2’ye göre hazırlanmış viral stok dilüsyonlarından her 

kuyucuk için 25 µL viral stok dilüsyonu ve 225 µL serumsuz besiyeri olacak şekilde 

kuyucuklara 250 µL besiyeri eklenmiştir. Dört saat 37ºC’de inkübe edildikten sonra 1 

mL tam besiyeri RPMI eklenerek 48 saat kültüre edilmiştir. Bu süre sonunda floresan 

mikroskopta (Zeiss Colibri 7, Almanya) TurboGFP ışımasına sahip koloniler 

sayılmıştır. 

 



 
 

28 

 
Şekil 3.3. Viral dilüsyonların hücrelere uygulanması. 

 

Tablo 3.2. Transdüksiyon dilüsyonları. 

Kuyucuk Numarası 

İlk viral partikül 

dilüsyon hacmi 

Dilüsyon faktörü 

(DF) 

96’lık pleytteki 

kuyucuk 

numarası 

24’lük pleytteki 

kuyucuk 

numarası 

A1  25 µL 5 

A2 A1 25 µL 25 

A3 A2 25 µL 125 

A4 A3 25 µL 625 

A5 A4 25 µL 3125 

 

Transdüksiyon ünitesinin (TU/mL) belirlenmesinde aşağıdaki formül kullanılmıştır; 

= TurboGFP pozitif koloni sayısı X Dilüsyon Faktörü X 40 

 
3.2.4. Hedef Hücrelerin Transdüksiyonu 

 
 İlk gün (0. gün) SCCL MT1 hücreleri 24’lük pleytlere 5x104 hücre olacak 

şekilde tam kültür besiyeri içinde ekilmiştir. Hücreler %5 CO2’lik etüvde 37oC’de 24 

saat inkübe edilmiştir.  

 
 Birinci gün pleytteki mevcut besiyeri aspire edilerek her bir kuyucuğa 225 µL 

serumsuz RPMI besiyeri ve 25 µL önceden belirlenmiş olan 25 dilüsyon faktörüne 

sahip viral partiküller eklenmiştir. Yaklaşık 4-6 saat post transdüksiyon 

gerçekleştirilmiştir. Süre sonunda 1 mL tam besiyeri RPMI (%10 FBS ve %1 P/S) tüm 

kuyucuklara eklenmiştir. Hücreler %5 CO2’li etüvde 37oC’de 48 saat inkübe edilerek, 
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raportör gen varlığı TurboGFP ifadesine bağlı olarak mikroskobik olarak incelenmiştir 

(Şekil 3.4). Bu aşama transdüksiyon için ilk indikatördür. 

 
Şekil 3.4. Kanser hücrelerinin transdüksiyonu sırasında olası plazmid klonlarının 

hücrelere dağılımı. 

 
3.2.5. Puromisin Seleksiyon 

 

3.2.5.1. Optimum Puromisin Miktarının Belirlenmesi 

 

 Memeli hücreleri için uygun olan 0-10 µg/mL puromisin miktarının SCCL 

MT1 hücreleri için optimizasyonu yapılmıştır. T25’lik flasktan toplanan hücreler 96 

kuyucuklu pleytlere 2x104 hücre olacak şekilde ekilmiş ve 37oC etüvde 24 saat inkübe 

edilmiştir. Daha sonra hazırlanan puromisin dilüsyonları ve antibiyotiksiz kontrol 

besiyeri hücrelere uygulanmıştır (Şekil 3.5). Uygulama sonrası 24 ve 48. saatlerde 

mikroskobik olarak hücre ölümleri gözlemlenmiştir.  
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Şekil 3.5. Puromisin dilüsyonlarının hücrelere uygulanması. 

 

3.2.5.2. Puromisin Uygulanması 
 

 Post-transdüksiyondan 48 saat sonra hücrelerin TurboGFP ifadesi takip 

edilmiştir. TurboGFP ifadesi %90 altında kaldığında hücrelere puromisin muamelesi 

yapılarak transdükte olmayan hücreler elimine edilmiştir. Transgen ifadesinden 24-72 

saat sonra her 2-3 günde bir 0,1 µg/mL olarak şekilde tam besiyeri RPMI’a (%10 FBS 

ve %1 P/S)  puromisin eklenmiş ve hücreler günlük takip edilmiştir. Transdükte 

hücrelerin kalıcı seçilimine 10-15 gün devam edilmiştir. Stabil olarak GFP ifade eden 

hücreler -80oC’de stoklanmıştır. 

 

3.3. Floresan Mikroskobik Görüntülüme 
 
 Transdükte olan SCCL MT1 hücrelerinin TurboGFP ışıma takibi floresan 

mikroskop (Zeiss Colibri 7, Almanya) ile incelenmiş ve excitation 555 nm, emission 

475 nm olacak şekilde ölçümler alınmıştır. Görüntüleme ve hücre/koloni sayımları 

gerçekleştirilmiştir.  
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3.4. SCCL MT1 ve RAW264.7 Hücrelerinin Ko-kültürlenmesi 
 
 Hücrelerde gen ifadesi ve sitokin miktarlarının tayini amacıyla öncelikle mono 

kültürler olarak daha sonra 6 kuyucuklu pleyt ve 0,4 µm’lik insörtleriyle indirekt 

olarak ko-kültüre edilmiştir. Hücrelerin ko-kültürlenmesi Şekil 3.6’de şematize 

edilmiştir. 

 
Şekil 3.6. SCCL MT1 ve RAW264.7 hücrelerinin mono kültürlerinden ko-

kültürlerinin insört sistem ile oluşturulması. 

 
 SCCL MT1 hücreleri 6 kuyucuklu pleyt yüzeyine 5x104 hücre olmak üzere 

RPMI besiyerinde ekilmiştir. Eş zamanlı olarak insörtlere de RAW264.7 hücreleri 

5x104 hücre olarak DMEM besiyerinde ekilmiştir. Her iki hücre grubu 24 saat %5 

CO2’li etüvde 37ºC’de inkübe edilmiş, 24 saatin sonunda insörtler SCCL MT1 

hücrelerinin bulunduğu 6 kuyucuklu pleytlere geçirilmiştir. Ko-kültür 24, 48 ve 72. 

saatlerde olmak üzere ile mRNA analizine hazırlanmıştır.  

 

3.5. Gen Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi 
 

3.5.1. Hücre Hatlarından Total RNA İzolasyonu 
 

SCCL MT1 ve RAW264.7 hücre hatlarından mRNA ekspresyon seviyelerinin 

belirlenmesi için total RNA izolasyonu RiboEx (GeneAll, Seul, Güney Kore) total 

RNA izolasyon solüsyonu kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 6 kuyucuklu pleytlere ve 

ko-kültür insörlerine ekilen hücreler, 1 ml RiboEx total RNA izolasyon solüsyonu 

eklenerek toplanmıştır. Toplanan hücreler ependorf tüplere alınarak, 10 dakika oda 
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ısısında inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası her bir ependorfa 200 μl kloroform 

eklenmiş ve pipetaj yapılmıştır. Ependorflar 15 dk oda ısısında inkübe edildikten sonra 

+4ºC’de 15.000 g’de 20 dakika santrifüj (Hettich 200R, Almanya) edilerek üst faz 

toplanıp, ayrı ependorf tüplere aktarılmıştır. Toplanan üst fazın üzerine 500 μl 

isopropanol eklenmiş ve 10 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Ardından tüpler 15 

dakika +4ºC’de 15.000 g’de santrifüj edilerek, süpernatant atılıp pelletin üzerine 

%70’lik etanol ilave edilmiştir. Daha sonra tüpler +4ºC’de 12.000 g’de 10 dakika 

santrifüj edilerek, süpernatant tekrar atılıp pellet kurutularak etanol uzaklaştırılmıştır. 

Daha sonra pellet 40 μl RNase-DNase free su ile dilue edilmiştir.  

 

3.5.2. RNA Miktarının Belirlenmesi 
 

 Hücre hatlarından elde edilen RNA’ların kalitesi ve miktarı Nanodrop cihazı 

(Maestrogen, Tayvan) kullanılarak belirlenmiştir. İşlem sırasında oluşabilecek fenol, 

protein ve genomik DNA kontaminasyonlarını belirlemek için A260/A280 ve 

A260/A230 oranları değerlendirilmiştir. Absorbans değerlerinin A260/A280 için 

2±0,1 ve A260/A230 için 2,0-2,4 arasında olan RNA örnekleri seçilerek analizlerde 

kullanılmıştır. Total RNA örneklerinin kalitesinin belirlenmesi amacıyla 1-10 μl 

konsantrasyonundaki RNA üzerine 6X yükleme boyasından 2 μl eklenmiştir. %1’lik 

agaroz jel elektroforezinde etidyum bromür (EtBr) ile boyanan RNA bantlarının 

kalitesi görüntüleme sistemi (Syngene Gbox Chemi 16) ile değerlendirilmiştir. 

 

DNA kontaminasyonlarını elimine etmek için DNAse-I (Thermo Scientific, 

A.B.D.) enzim reaksiyonu uygulanmıştır. Üretici protokolüne göre 2-20 μL total RNA 

üzerine 1 U/μL DNAse-I enziminden 2 μL konularak 37 ̊C’de 30 dk inkübe edilmiştir. 

Reaksiyonu durdurmak amacıyla 50 mM EDTA’dan 2 μL ilave edilip 65ºC’de 10 

dakika inkübasyona bırakılmıştır. Total RNA örnekleri -80ºC derecede muhafaza 

edilmiştir.  
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3.5.3. cDNA Sentezi 
 

 Miktar ve kalitesi belirlenmiş RNA örneklerinden cDNA sentez kiti (Bio-Rad 

iScript cDNA Synthesis, A.B.D.) kullanılarak üretici firmanın protokolüne göre cDNA 

sentezlenmiştir. Total RNA’dan tek zincir cDNA üretilmesi için 4 μL 5X iScript 

reaksiyon karışımı ve 1 μL Reverz Transkriptaz RNA üzerine ilave edilmiştir. Daha 

sonra 25ºC’de 5 dakika, 42ºC’de 30 dakika ve 85ºC’de 5 dakika protokolüne göre 

cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. 

 
3.5.4. Primer Dizaynı 

 

 Bu tez çalışmasında apelin, apelin reseptörü ve makrofaj polarizasyonunda 

etkili olan genlerden gerçek-zamanlı PCR analizlerinde kullanılanların listesi Tablo 

3.3’de verilmiştir.  

 
Tablo 3.3. Çalışmada kullanılan genler 

No Gen Sembolü Gen Tanımı 

1 Ape Apelin 

2 IL1B Interleukin 1, beta 

3 IL4 Interleukin 4 

4 IL6 Interleukin 6 

5 IL10 Interleukin 10 

6 TNFα Tumor necrosis factor, alpha 

7 TGFβ Transforming growth factor, beta 

8 MCP-1 Monocyte chemoattractant protein 1 

9 CDH1 Cadherin 1, E-cadherin 

10 CDH2 Cadherin 2, N-cadherin 

11 VIM Vimentin 

12 TWIST1 Twist homolog 1 

13 Slug SNAI2, Snail homolog 2 

14 Snail Snail 

15 CD44 CD44 molecule 

16 GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 

 



 
 

34 

Seçilen genlere ait mRNA dizi bilgilerine Gen Bankası 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) üzerinden ulaşılmıştır. Alınan diziler Primer Blast 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) ve IDT PrimerQuest Tool (www.idtdna.com) 

programları kullanılarak gerçek-zamanlı PZR’de kullanılabilecek primerler 

tasarlanmıştır (Tablo 3.4).  

 

Tablo 3.4. İfade analizi yapılan genlerin simgeleri, primer dizileri ve baz çifti 

uzunlukları 

 

Gen Forward Primer (5'->3') Reverse Primer (5'->3') PZR (bç) 
Ape TGCTCTGGCTCTCCTTGA AAAGGCATGGGTCCCTTATG 166 
IL1 GATCCCAAACAATACCCAAAGAAG AGGTGCTGATGTACCAGTTG 118 
IL6 CTTCCATCCAGTTGCCTTCT CTCCGACTTGTGAAGTGGTATAG 134 
IL10 CTATGCTGCCTGCTCTTACTG GGGAAGTGGGTGCAGTTATT 83 
TNFα CGATGGGTTGTACCTTGTCTAC GCAGAGAGGAGGTTGACTTTC 129 
TGFβ 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. Gerçek-Zamanlı PZR Reaksiyonu 
 

Tablo 3’de verilen genlerin mRNA düzeyinde ekspresyon seviyeleri Gerçek-

Zamanlı PZR Sistemi (Bio-Rad CFX, Singapur) kullanılarak belirlenmiştir. Boya 

olarak çift iplikli DNA’ya bağlanabilen EvaGreen (Solis BioDyne, 5X Hot FIREPol 

EvaGreen qPCR Mix Plus, Estonya) kullanılmıştır. Reaksiyon final konsantrasyonu 

1X olacak şekilde 5X EvaGreen miksi, 12,5 pMol forward, 12,5 pMol reverse primer, 

2 μL cDNA kalıbı ve toplam steril RNase-DNase free su ile 20 μL’ye tamamlanmıştır. 

Reaksiyon 8’li PZR stripleri içinde gerçekleştirilmiştir. PZR profili olarak 95oC 15 

dakika denatürasyon sonrası 40 döngü 95oC 15 saniye, 60oC 20 saniye, 72oC 20 saniye 

kullanılmıştır. Daha sonra 60oC’den 95oC’ye 0.5oC/saniye kademeli optik ölçümler 

yapılarak erime eğrisi (melting curve) analizI gerçekleştirilmiştitr. Gerçek-zamanlı 
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PZR reaksiyonunda optik ölçümlerden elde edilen Ct değerleri kaydedilmiştir ve hedef 

genlerin ifade düzeyleri GAPDH referans geni ile normalize edilmiştir.  

 

3.6. ELISA Yöntemiyle Sitokin Miktarlarının Belirlenmesi 

 
mRNA düzeyinde ifadesi anlamlı çıkan genlerin protein düzeyinde 

miktarlarının belirlenmesi için ELISA kitleri (Sunlong Biotech, Çin) kullanılmıştır. 

Hücrelerin mono kültürleri ve ko-kültürlerinden elde edilen besiyeri süpernatantları 

3000 rpm’de 20 dakika santrifüj edilmiştir. 96’lık kuyucuklu pleytlere örnekler 10 μl 

olacak şekilde dağıtılmıştır. Her kuyucuğa 40 μL dilüsyon tamponu eklenmiştir. 30 

dakika 37oC’de pleyt inkübe edilmiştir. Daha sonra kuyucuklar yıkama tamponu ile 

dolacak şekilde 30 saniye bekletilerek 5 defa yıkanmıştır. Tampon aspire edilip 50 μL 

HRP-konjuge reaktifi eklenerek 30 dakika 37oC’de inkübe edilmiştir. Kuyucuklar 

yıkama tamponu ile doldurularak ve 5’er saniye bekletilerek 5X yıkanmıştır. Yıkama 

tamponu çekildikten sonra 50 μL kromojen solüyonu A ve 50 μL kromojen solüyonu 

B eklenip nazikçe çalkalanmıştır. 37oC ve ışıksız ortamda 15 dakika inkübe edilmiş, 

50 μL sonlandırma solüsyonu eklenerek reaksiyon durdurulmuştur. Sonlandırma 

solüsyonu eklendikten 15 dk sonra 450 nm OD olacak şekilde absorbansları ELISA 

okuyucu sistemi (Epoch, A.B.D.) kullanılarak ölçülmüştür. 

 

3.7.İstatistiksel Analizler 

 

Çalışmada analiz edilen genlere ait Ct değerleri referans gen olarak kullanılan 

GAPDH Ct değerleri ile normalize edilmiştir. 2(-∆∆Ct) değerlerinin hesaplanmasında 

Microsoft®Excell Sürüm 16.53 (2021) programı kullanılmıştır. Grupların istatistiksel 

olarak karşılaştırılması GraphPad®Prism Versiyon 9.2.0 programında yer alan “One-

way Anova” ve “One sample t and Wilcoxon” testleri ile hesaplanmıştır. Tüm 

analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 
4.1. Hücre Mono Kültürlerinin Oluşturulması 

 
Bu tez çalışmasında kullanılan hücre hatları inverted mikroskopla morfolojik 

olarak incelenmiştir. Fare makrofaj hattı olan RAW264.7 hücreleri yer yer küresel 

olmakla birlikte hafif psödopodlu olarak gözlemlenmiştir. Baş-boyun skuamöz hücre 

karsinoması hücreleri olan SCCL MT1 ise daha şeffaf ve kübik bir şekle sahiptir. Her 

iki hücre görüntüsü orta yoğunlukta üreme sonrası fotoğraflanmıştır (Şekil 4.1). 

 

 
 
Şekil 4.1. RAW264.7 (A) ve SCCL MT1 (B) hücrelerinin 20X büyütmedeki 

mikroskobik görüntüleri. 
 

4.2. Transdüksiyon Ünitesinin Belirlenmesi 

 
Transdüksiyon sonrası oluşan transdüksiyon ünitesinin belirlenmesinde 

TurboGFP ışımasına sahip her hücre ya da koloninin sayılmasıyla hesaplanmıştır.  

Bu çalışmada transdüksiyon ünitesi 160.000 (TU/mL) olarak bulunmuştur. 
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4.3. Puromisin Uygulanan SCCL MT1 Hücrelerinde Kill Curve Analizi 

 
Memeli hücreleri için seçici antibiyotik olan puromisin sıklıkla ve güvenle 

kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalar puromisinin 2-10 µg/mL olarak 

kullanılabileceğini göstermektedir. Bu çalışmada; SCCL MT1 hücreleri için bu doz 

aralığında ve altında kill curve analizi yapılmış ve 2 µg/mL ve üzeri dozlar hücrelerin 

tamamı için sitotoksik bulunmuştur. Ancak, 1,5-2 µg/mL dozunun transdükte olmayan 

SCCL MT1 hücrelerinde seçici doz olarak kullanılabilirliği tespit edilmiştir (Şekil 

4.2). 

 
Şekil 4.2. Puromisinin hücre canlılığı üzerine etkisi. 
 

4.4. Transdükte Hücrelerin TurboGFP Proteini İfadesinin Floresan 

Mikroskobik İncelenmesi 

 
Transdüksiyonda ilk işaret olarak gözlenen TurboGFP ışıması, post 

transdüksiyondan 72 saat sonra tespit edilmiştir. Düşük (>%90) ışımanın altında kalan 

hücrelerde ise, yaklaşık 10 günlük puromisin seleksiyonu ile transdükte hücreler 

ayrılmıştır. Apelin gen ekspresyonunda olduğu gibi shRNA2’nin shRNA1’e oranla 

daha iyi susturma yaptığı, TurboGFP ışımasının daha yüksek olduğu görülmüştür 

(Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3. SCCL MT1 hücrelerinin floresan mikroskobik görüntüleri (A. Bright 
Field, B. Transdükte TurboGFP, C. Transdükte olmayan TurboGFP). 

 

4.5. shRNA ile Transdükte Edilen SCCL MT1 Hücrelerindeki Apelin 

ifadesinin RT-PZR Analizi ile Kontrolü 

 

Transdükte olan ve olmayan SCCL MT1 hücrelerinin apelin ifadesi RT-PZR 

analizi tespit edilmiştir. Transdüksiyonda transdükte olmayan SCCL MT1 hücreleri 

kontrol, plazmid içermeyen viral partiküllerin uygulandığı SCCL MT1 hücreleri 

negatif kontrol, V3LHS_401189 plazmidinin tek başına uygulandığı SCCL MT1 

hücreleri shRNA1, sadece V3LHS_401190 plazmidinin uygulandığı SCCL MT1 

hücreleri shRNA2 ve her iki plazmidin kombine olarak uygulandığı grup ise shRNA1-
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2 olarak belirlenmiştir. Uygulama sonrası yapılan apelin gen ifadesinin değişimine 

göre; kontrole nispeten shRNA2 grubundaki (0,082 kat) baskılanmanın shRNA1 

grubundan (0,0363 kat) daha iyi olduğu bununla birlikte plazmidlerin kombine 

uygulanmasının (0,0056 kat) her iki sonuçtan daha iyi susturma gerçekleştirdiği 

görülmektedir (Şekil 4.4). Kontrole kıyasla shRNA1 ve shRNA2 gruplarında (p<0,05) 

ve shRNA1-2 grubunda (p<0,01) gen ifadesinin baskılanmasında istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur. Negatif kontrolün ise kontrole göre anlamsız bir artışı tespit 

edilmiştir (p>0,05). 

 

 
Şekil 4.4. Apelin ifadesi shRNA uygulamalarından sonra kontrole kıyasla kat 

değişimi (* p<0,05; ** p<0,01). 
 

4.6. SCCL MT1 ve RAW264.7 Hücrelerinin Ko-kültürasyonu 

 

Her iki hücre hattı 24 saatlik inkübasyon sonrası RAW264.7 hücrelerinin 

bulunduğu 6 kuyucuklu pleytin üzerine SCCL MT1 hücrelerinin bulunduğu insörtler 

yerleştirilmiştir (Şekil 4.5). Hücreler ko-kültürasyon boyunca her gün mikroskobik 

olarak incelenmiştir. 
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Şekil 4.5. İndirekt ko-kültürasyon. 6 kuyucuklu pleyte ekilen RAW264.7 
hücreleri ile insörtlere ekilen SCCL MT1 hücrelerinin birlikte kültür edilmesi. 

 

Yirmi dört saat sonra insört içindeki SCCL MT1 hücrelerinin yüzeye 

tutundukları görülmüştür. Ayrıca insörte ait boşluklarda görülmektedir (Şekil 4.6). 

 
 

Şekil 4.6. SCCL MT1 hücreleri ve insört boşluklarının (kırmızı okla 
gösterilmiştir) mikroskobik olarak görünüşü (10X). 
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4.7.Transdükte Olan ve Olmayan SCCL MT1 Hücreleri ile Ko-kültüre 

Edilen RAW264.7 Hücrelerinin Morfolojik Değişimleri 

 

SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültüre edilen RAW264.7 hücrelerinde invert 

mikroskop altında morfolojik değişiklikler tespit edilmiştir. Transdükte olmayan 

SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültüre edilen RAW264.7 hücrelerinin mono kültürdeki 

gibi yuvarlak, bazılarında ise psödopod gözlenirken, transdükte olan SCCL MT1 

hücreleriyle ko-kültüre edilen RAW264.7 hücrelerinin belirgin, uzun ve daha fazla 

psöpodlara sahip olduğu görülmüştür (Şekil 4.7). 

 

 
 
Şekil 4.7. Transdükte olmayan SCCL MT1 hücreleri (A) ve trandükte olan 

SCCL MT1 hücreleriyle (B) ko-kültüre edilen RAW264.7 hücrelerinin morfolojik 
değişimi. 
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4.8.Total RNA Örneklerinin ve RT-PZR ürünlerinin Jel 

Elektroforezinde Görüntülenmesi 

 

Deney gruplarından toplanan RAW264.7 ve SCCL MT1 hücrelerinden RNA 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Total RNA örneklerinin kalitesi agoroz jel 

elektroforezi ile kontrol edilmiştir (Şekil 4.8). 

 

 
 

Şekil 4.8. Total RNA örneklerinin agoroz jel görüntüsü. 
 

Çalışmada kullanılan hedef ve referans genlere ait RT-PZR ürünleri agoroz jeli 

ile kontrolü yapılmıştır (Şekil 4.9). Bütün genleri spesisik olarak yükseltgendiği tespit 

edilmiştir. 

 

 
 
Şekil 4.9. RT-PZR analizinde oluşan ürünlerin agoroz jel elektroforezinde 

görüntülenmesi. 
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4.9.Transdükte Olan ve Olmayan SCCL MT1 Hücreleri ile Ko-kültüre 

Edilen RAW264.7 Hücrelerindeki İnflamatuar Sitokinlerin İfadesi 

 

RT-PZR analizinde elde edilen erime eğrisi grafikleri Şekil 4.10’da verilmiştir. 

 

 
 
Şekil 4.10. RT-PZR analizi gerçekleştirilen genlere ait erime eğrileri. 
 

 
Elde edilen Ct değerleriyle aday genlerdeki ifade değişimleri Şekil 4.11’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.11. RAW264.7 hücrelerinin SCCL MT1 hücreleriyle olan ko-

kültürasyonunun inflamatuar gen ifadelerine olan etkisi (* p<0,05; ** p<0,01; *** 

p<0,001). 
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RT-PZR analizi sonuçlarına göre; pro-inflamatuar IL1 (0,13 kat) ve IL6 (0,28 

kat) genlerinin ifadesi apelin (+) grubunda anlamlı olarak baskılandığı ancak apelin (-

) grubunda ise sırasıyla 4,95 ve 1,32 kat anlamlı düzeyde arttığı tespit edilmiştir. Anti-

inflamatuar gen olan IL10’nun ifadesi ise apelin ifadesinin olduğu grupta (8,09 kat) 

anlamlı olarak artmıştır, baskılandığı grupta ise (0,4 kat) anlamlı olarak azalmıştır. 

Bunların yanı sıra TNFα geninde apelin ifadesi olan grupta (0,1 kat) azalış olduğu aynı 

şekilde apelin ifadesi baskılanan grupta ise (5,39 kat) artışın anlamlı olduğu tespit 

edilmiştir. TGFβ geninde ise apelin ifadesinin olduğu (6,67 kat) ve baskılandığı grupta 

(1,38 kat) olmak üzere her iki grupta da anlamlı artış olduğu görülmüştür. Son olarak 

MCP-1 gen ifadesinin ise apelin geninin baskılandığı ve baskılanmadığı SCCL MT1 

hücrelerinin bulunduğu her iki grupta da anlamlı değişiklik gözlenmemiştir. 

 

4.10.SCCL MT1 Hücrelerinde Transdüksiyon Sonrası Migrasyon ve 

İnvazyon İlişkili Genlerin İfadesi 

 
Apelin gen ifadesinin migrasyon ve invazyonla ilişkili genler üzerinde etkisi 

RT-PZR analizi ile incelenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre Twist (13,02), Slug 

(11,1), Snail (16,84) ve CD44 (12,58) genlerinde anlamlı derecede kat azalışı tespit 

edilmiştir (p<0,05). CDH2 (12,08), Vimentin (5,59) ve TGFB (13,7) genlerinde ise 

anlamlı olmayan kat azalışı görülmüştür (p>0,05). CDH1 (8) geninde ise anlamlı 

olmayan kat artışı tespit edilmiştir (p>0,05). Çalışılan genlere ait kat değişim grafiği 

Şekil 4.12’de verilmiştir. 
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Şekil 4.12. Transdükte SCCL MT1 Ape (-) hücrelerindeki migrasyon ve 

invazyon ilişkili genlerin ifadelerindeki kat değişimleri (* p<0,05; ** p<0,01). 

 

4.11.RT-PCR Analizinde İfadesi Anlamlı Çıkan Sitokinlerin ELISA 

Yöntemiyle İncelenmesi 

 

IL1’in protein düzeyinde ifadesi kontrol grubu olan RAW264.7 hücrelerinde 

5,23 pg/mL olarak tespit edilmiştir. Apelin ifadesi olan SCCL MT1 hücreleriyle ko-

kültüre edilen RAW264.7 hücrelerinde ise IL1 miktarı düşmüş ve 3,3 pg/mL olmuştur. 

Apelinin baskılandığı SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültüre edilen RAW264.7 

hücrelerinde ise bu miktar 12,91 pg/mL’ye yükselmiştir. (Şekil 4.13). 
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Şekil 4.13. RAW264.7 hücrelerinden salınan IL1 miktarları. 

 

Bir diğer pro-inflamatuar sitokin olan IL6’nın kontrol RAW264.7 

hücrelerindeki miktarı kullanılan ELISA kitinin ölçüm aralığında olmadığı için 

saptanmamıştır. Ancak apelin ifadesi olan SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültüre edilen 

RAW264.7 hücrelerinde IL6 ifadesi 19,14 ng/mL olarak ölçülmüştür. Apelin ifadesi 

baskılanmış SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültüre edilen RAW264.7 hücrelerinde ise 

IL6 miktarı 64,27 ng/mL yükselmiştir (Şekil 4.14) 

 

 
Şekil 4.14. RAW264.7 hücrelerinden salınan IL6 miktarları. 
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IL1 ve IL6’nın aksine IL10, makrofaj hücrelerindeki pro-inflamatuar sitokin 

üretimini baskılayarak anti-inflamatuar cevabın başlatılmasını sağlamaktadır. Kontrol 

RAW264.7 hücrelerinde IL10 miktarı 2,98 pg/mL olarak ölçülmüştür. Apelin ifadesi 

olan SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültüre edilen RAW264.7 hücrelerinde bu miktar 129 

pg/mL olurken apelin ifadesi baskılanan SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültür 

yapıldığında 8,1 pg/mL olarak yaklaşık 16 kat azalmıştır (Şekil 4.15). 

 

 
 

Şekil 4.15. RAW264.7 hücrelerinden salınan IL10 miktarları. 

 
 

TGFβ, apelin varlığında kontrole göre TGFβ’nın yaklaşık 30 kat artarak 340,17 

pg/mL olduğu, apelinin susturulduğu durumda ise 115 pg/mL olduğu tespit edilmiştir 

(Şekil 4.16) 
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Şekil 4.16. RAW264.7 hücrelerinden salınan TGFβ miktarları. 

 
TNFα, kontrol grubu olan RAW264.7 hücrelerinde normal koşullarda miktarı 

10,31 pg/mL olarak ölçülmüştür. Apelin ifadesinin olduğu SCCL MT1 hücreleriyle 

ko-kültüre edildiğinde salınan TNFα miktarı 4,17 pg/mL iken, apelin ifadesinin 

baskılandığı SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültüre edildiğinde 48 pg/mL’ye düşmüştür 

(Şekil 4.17). 

 

 
Şekil 4.17. RAW264.7 hücrelerinden TNFα salınan miktarları.
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5. TARTIŞMA 

 
Makrofajlar, son elli yılda mononükleer sistemin ana hücreleri olarak 

tanımlanmıştır (Furth ve Chon 1968). Yetişkin doku makrofajları sürekli kendini 

yenileyen bir populasyona sahiptir ve tartışmalı da olsa doku makrofajlarının kaynağı 

kan monositleri olarak düşünülmektedir. Bu görüşe muhalif olan araştırmacılar ise 

doku makrofajlarının kaynağının embriyonik olarak kendilerine özgü kök hücre 

popülasyonu olduğunu iddia etmiş ve görüşlerini destekleyici çalışmalar yapmışlardır 

(Ginhoux ve Jung 2014). Makrofajlar tipik olarak dokuda yerleşik tek immün 

hücrelerdir. Kan damarlarının olmadığı birçok alanda yer almaktadırlar. Dokuda 

fizyolojik regülasyonda ana role sahiptirler. Yüksek plastisite özelliklerinden dolayı 

inflamatuar cevabın oluşması, sürmesi ve neticelendirilmesinde etkilidirler (Kawai ve 

Akira 2010). Pro-inflamatuar sitokinlerin yoğun salınımı doku bütünlüğü için 

sakıncalı bir durumdur. Makrofajlar, bu durumda inflamatuar cevabın baskılanmasını 

sağlamaktadırlar (Gordon ve Martinez 2010). Böylece doku temizliği ve normal 

fizyolojik koşullara geri dönüş gerçekleşmektedir (van Dyken ve Locksley 2013).  

 

Apelin ilk olarak mide ekstraktından izole edilerek tanımlanmıştır (Tatemoto 

ve ark. 1998). Daha sonra apelinin obezite, diyabet gibi metabolik hastalıkların 

patolojisinde yer aldığı gösterilmiştir (Cavallo ve ark. 2012). Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda ise apelinin kanser hücrelerinde aşırı ifade edildiği sonucuna ulaşılmıştır 

(Wysocka ve ark. 2018). Ancak, apelinin immün hücreler üzerindeki etkisi tam olarak 

ortaya konulmamıştır. Apelin reseptörünün aşırı ekspresyonunun kolon kanseri 

hücrelerinin migrasyon ve invazyon kabiliyetlerini arttırdığı bulunmuştur. Bu sürece 

PI3K/AKT ve MAPK sinyal yolaklarının aracılık ettiği belirlenmiştir Apelinin 

baskılandığı durumda ise sürecin ters etki ettiği de gösterilmiştir (PodgÓrska ve ark. 

2021). Başka bir çalışmada ise apelinin eksozomal miRNA yoluyla akciğer kanseri 

hücrelerinin proliferasyonunu ve invazyon kabiliyetini artırıp artırmadığını 

incelenmiştir. Sonuç olarak A549 hücrelerinde miR-15a-5p'nin aşırı ekspresyonu, 

daha az hücre proliferasyonu, göçü, invazyonu ve bastırılmış hücre döngüsü ile 

ilişkilendirilmiştir. Apelinin eksozomlarda kapsüllenmiş miR-15a-5p'yi baskılayarak 

akciğer kanseri hücrelerinin çoğalmasını ve invazyonunu destekleyebileceği yeni bir 

düzenleyici mekanizmayı ortaya çıkarmıştır (Ran ve ark. 2021).  
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Yakın zamanda yapılan bir çalışmada; mürin B16 ve insan A375 melanom 

hücre hatları, apelin inserti içeren vektörler ile transfekte edilerek apelini aşırı ifade 

edebilir hale getirilmiştir. Apelinin aşırı ekspresyonu, in vitro olarak melanom hücre 

göçünü ve istilasını önemli ölçüde arttırmıştır, ancak proliferasyonu üzerinde hiçbir 

etkisi olmadığı gözlemlenmiştir. İn vivo deneylerde ise apelin, mürin melanom 

hücrelerinin akciğer metastazlarının sayısını ve boyutunu önemli ölçüde arttırmıştır. 

Apelini aşırı ifade eden pulmoner metastazlarda melanom hücre proliferasyon 

oranları, lenf ve kan mikrovazküler yoğunlukları anlamlı olarak daha yüksek 

bulunmuştur. Rekabetçi apelin reseptörü (APJ) antagonisti MM54 tarafından APJ 

baskılanmasıyla, apelinin in vivo pro-tümörojenik etkilerini önemli ölçüde azalttığı 

tespit edilmiştir. Ek olarak, sağlıklı kontrollere kıyasla melanomlu hastalarda 

dolaşımdaki apelin ve VEGF düzeylerinin önemli ölçüde yükseldiği saptanmıştır. Elde 

edilen sonuçlara göre, apelinin kan ve lenfatik vaskülarizasyonu ve cilt melanomunun 

pulmoner metastazlarının büyümesinde etkili olduğu tespit edilmiştir (Berta ve ark. 

2021). Apelinin anjiogenez üzerine etkisi de yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Berta 

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

 

Bu tez çalışmasında, kanser mikroçevresinde en fazla yer alan immün hücresi 

M2 tip makrofajların (Boutilier ve Elsawa 2021) kanser hücrelerinden ifade edilen 

apelin ile olası ilişkisinin araştırılması hedeflenmiştir. Bu amaç doğrultusunda baş-

boyun hücre karsinoması SCCL MT1 hücre hattı ve RAW264.7 fare makrofaj hücre 

hattı kullanılmıştır. SCCL MT1 hücrelerinde ilk olarak artmış apelin ifadesi tespit 

edilmiştir. Bu artış farklı kanser türleri ile benzer bulunmuştur (Altınkaya ve ark. 2015; 

Diakowska ve ark. 2018; Ünal ve ark. 2020). Daha sonra etkili ve stabil bir gen 

susturma yöntemi olan shRNA yöntemi kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan yöntem, 

klasik shRNA yöntemine ek olarak hücre girişini kolaylaştıran viral partikül ekli, 

GIPZ plazmidi içermektedir. Hedef gen olan apelin geninin sekansının kısa olması 

sebebiyle iki farklı antisens RNA dizayn edilebilmiştir (Tablo 3.1). Transdüksiyon 

gerçekleşirken floresan mikroskopi ile hücrelerdeki TurboGFP ışıma miktarı her gün 

incelenmiştir. Gen susturma işlemi tamamlandıktan sonra SCCL MT1 Ape (-) ve 

SCCL MT1 Ape (+) kanser hücreleri makrofaj hücreleri (RAW264.7) ile ko-kültüre 

edilmiştir. Gruplardan elde edilen RNA ile cDNA sentezi yapılarak RT-PZR analizi 

yapılmıştır. Pro ve anti-inflamatuar sitokinler açısından aday genlerin ifade 

değişiklikleri tespit edilmiştir. Anlamlı artış olan genler için ELISA yöntemiyle 
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protein düzeyinde sitokin miktarları ölçülmüştür. Makrofaj hücrelerindeki 

polarizasyon durumu hem gen düzeyinde hem de protein düzeyinde tespit edilirken 

morfolojik olarak incelenmiştir. Bunların yanı sıra apelin gen ifadesi baskılanan SCCL 

MT1 hücrelerindeki migrasyon ve invazyon ilişkili genlerin ifade değişiklikleri de 

incelenmiştir. 

 

Yeşil floresan protein (GFP) geni, biyomedikal çalışmaları kolaylaştıran in 

vitro veya in vivo floresan belirteçler olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır (Tsien 

1998; Lippincott-Schwartz ve Patterson 2003). 2003'ten beri TurboGFP dahil olmak 

üzere dört yeni GFP benzeri protein gen dizisi tanımlanmıştır (Shagin ve ark. 2004) 

ve hücre ve organel etiketlemesi için özel olarak kullanılmaktadır. Bunun dışında 

moleküler çalışmalarda gen etiketlemesinde kullanışlı bir yöntemdir. Bu çalışmada 

kullanılan GIPZ plazmidi TurboGFP ışıması sağlayacak GFP gen sekansına sahiptir. 

Plazmid genoma entegre olduktan sonra mikroRNA adapte shRNA ile hızlı bir şekilde 

hücre içinde ifade olmaktadır. Her iki sekansa sahip shRNA’ların hücre içi ifadesi 

arttıkça TurboGFP ışıması artmaktadır. shRNA’ların etkinliği ilk etapta gözlemlenen 

floresans ışımalarıyla tespit edilmiştir. V3LHS_401189 (shRNA1) plazmidi 

V3LHS_401190 (shRNA2) plazmidine göre daha az TurboGFP ışıması göstermiştir. 

Her iki plazmidin birlikte kullanımı ise en yüksek ışıma değerlerine ve gen ifade 

analizinde en iyi gen susturma sonuçlarına ulaşmamızı sağlamıştır (Şekil 4.4). 

Tasarlanan iki farklı shRNA plazmidinin tasarlanmasına sebep olmuştur. Buna rağmen 

her iki shRNA plazmidinin kombine kullanımı %95’in üzerinde gen ifadesinin 

baskılanmasını sağlanmıştır. Puromisin seleksiyonunun ilerletildiği hücre hattında ise 

stabil susturma elde edilmiştir. 

 

IFNγ'ya benzer bir Toll-benzeri reseptör (TLR) 4 agonisti olan bakteriyel 

lipopolisakkaritin (LPS) M1 makrofajlarının oluşumunu teşvik eden bir uyarıcı olduğu 

bulunmuştur (Chow ve ark. 1999). Bu uyarı, klasik olarak makrofajların pro-

inflamutuar cevabı başlatmayı sağlayan bir sinyaldir. IFNγ ile ilişkili LPS'ler, M1 

makrofajları için klasik uyaranlar olarak bilinmektedir. Ancak, IL4 tarafından 

indüklenen ve alternatif olarak aktive edilmiş M2 alt tipi makrofaj türü tanımlanmıştır 

(Stein ve ark. 1992). M1 belirteçleri, IL1β, IL12, TNFα ve diğer yukarı regüle edilmiş 

pro-inflamatuar ürünleri içermektedir. Bunlar arasında, indüklenebilir nitrik oksit 

sentaz (iNOS) bakterisidal bir rol oynar ve arginin katabolizmasını desteklemektedir 
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(Corraliza ve ark. 1995). Öte yandan M2 makrofajları, diğer anti-inflamatuar ürünlerin 

yanı sıra L-argininden L-ornitine dönüşümü katalize ederek üre döngüsünde işlev 

gören arginaz 1'i (Arg1) yukarı regüle etmektedir (Munder ve ark. 1998). M2 tip 

makrofajlar ayrıca doku onarımında ve anti-paraziter yanıtlarda önemli roller 

oynamaktadırlar (Odegaard ve Chawla 2011). İleri çalışmalar, çeşitli bağışıklık 

tepkileri sırasında bağışıklık hücrelerinin farklı metabolik profilleri için daha fazla 

örnek sağlamıştır. Enfeksiyon, immünosupresyon, kanserle ilişkili anjiyogenez ve 

otoimmünite gibi belirli senaryolar altında aktive makrofajların temel özellikleri 

olarak belirli metabolik özellikler önerilmektedir (Biswas ve ark. 2008; Biswas ve 

Mantavoni 2010). 

 

Makrofajlar, çeşitli faktörleri salgılayarak ve diğer bağışıklık hücrelerini 

etkileyerek sadece kronik inflamasyonda rol oynamakla kalmaz, aynı zamanda kanser 

gelişimini başlatır, teşvik eder veya bastırır. Ornitin, VEGF, EGF ve TGFβ 

makrofajlardan üretilen tümör teşvik edici faktörlerdir. Ayrıca, makrofajlarda iNOS 

tarafından üretilen nitrik oksit, tümör büyümesini baskılar (Mills ve Ley 2014; Mills 

2015). TAM’lar karakteristik olarak M2 tip makrofajlardır. Yerleşik tümörlerin 

çoğunda TAM'lar, M2 tip makrofajların temsili özelliklerinin çoğuna sahiptir. 

Genellikle yüksek arginaz-1 ifadesi, mannoz reseptörü ve düşük bir MHC-II 

kompleksine sahip olmak gibi özellikleri bulunmaktadır. Ancak bunlarla sınırlı 

olmamak üzere, M2 tip makrofajlar olarak kabul görmektedirler (Mantavoni ve ark 

2002). Transkriptom profil analizi, TAM'ların fetal makrofajlara daha çok benzediğini 

ancak inflamatuar makrofajlara benzemediğini ortaya koymuştur (Qian ve Pollard 

2010). Bununla birlikte, makrofajlar plastisitesi yüksek olduğundan, TAM'ların 

aslında hem M1 hem de M2 tip ekspresyon paternlerine veya M1 ve M2'den farklı 

ifade profine sahip olduğunu düşündüren kanıtlar bulunmaktadır (Biswas ve ark. 

2006). M1 ve M2 tipin kendine has paternleri olsa da ifadesi değişmekle birlikte aynı 

profili gösterebilmektedirler. Neoplazmaların %90-95'i kronik bir inflamatuar 

durumla yakından ilişkili olduğundan, M1 tip makrofajların mutajenik bir mikroçevre 

oluşturarak tümör başlangıcını indükleyebileceği, M2 tip makrofajların ise malignite 

ilerlemesini desteklediği öne sürülmüştür (Salmaninejad ve ark. 2019). TAM'ları 

kanser tedavileri için potansiyel bir hedef haline getiren hem tümör teşvik edici hem 

de tümör önleyici işleve sahip olabilmeleridir (Yang ve Zhang 2017). Ayrıca 

TAM'ların tükenmesi anjiyogenezi baskılamaktadır (Belgiovine ve ark. 2016). 
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IL1, güçlü bir pro-inflamatuar sitokindir. Meme kanserinin klinik öncesi 

modellerinde, IL-1β blokajı makrofaj aracılı tümör immünosupresyonunu azalttığı ve 

anti-IL1β ile anti-PD1'in birlikte uygulandığı terapide, neredeyse tam tümör 

eradikasyonu ile sonuçlandığı gösterilmiştir (Kaplanov ve ark. 2019). Bu tez 

çalışmasında; Ape (+) SCCL MT1 hücrelerinde tespit edilen IL1β ifadesindeki 

baskılanma; apelin aracılı olarak tumör progresyonunun ilerlemesini, immünsüpresif 

ortam oluşturulmasında etkili olabileceğini göstermektedir. M1 tip makrofajlarda NF-

KB yolağının aktive edilmesini sağlayan pozitif bir düzenleyicidir. Bunun yanısıra 

TAM’larda MyD88 proteinini baskılayarak M1 tip dönüşümünde rol oynamaktadır ve 

M2 tip makrofajlar için negatif düzenleyicilerdir (Kratochvill ve ark. 2015). Kültür 

hücrelerde, apelinin pro-inflamatuar sitokinlerin baskılaması yoluyla anti-inflamatuar 

etkisi, in vitro ve in vivo çalışmalarda gösterilmiştir. Apelinin sıçan peritoneal 

makrofajlarında TNFα ve IL6'yı azaltarak anti-inflamatuar etkiler gösterdiği 

bildirilmiştir (Xin ve ark. 2015; Cui ve ark. 2017). Bu tez çalışmasında da; TNFα vd 

IL6 ifadesi apelin (-) ortamda baskılanmış olup literatür ile uyumlu bulunmuştur. Bu 

durumda apelinin, aktive edilmiş makrofajların fonksiyonlarını azaltan anti-

inflamatuar özelliklere sahip olduğu düşünülebilir. 

 

IL10, her iki makrofaj tipinde de ifade edilmektedir. Ancak M1 tip 

makrofajlardaki miktarı çok azalmıştır. İmmün süpresif mikroçevrenin oluşmasında 

kilit role sahiptir. TGFβ normal fizyolojik koşullarda epitel hücrelerden salınır ve 

tümör baskılayıcı görev yapmaktadır. Hücre proliferasyonu, apoptoz, farklılaşma ve 

motilitenin düzenlenmesinde görev almaktadır. TGFβ troid, hepatosit, kolon ve meme 

epitel hücreleri gibi farklı dokularda proliferasyonu sınırlamaktadır (Massagu ve ark. 

2012). Kanser hücrelerinde ise somatik mutasyonlar sebebiyle hücre 

proliferasyonundaki sınırlayıcı etkisi ortadan kalkmaktadır (Neuzillet ve ark. 2015). 

IL10 ve TGFβ’nın artışı kolaylaşan anjiogenez ve tümör kütlesinde ve gelişiminde 

hızlanmaya sebep olmaktadır (Cao ve ark. 2015). Ape (+) olan grupta hem IL10 hem 

de TGFβ’nın anlamlı artışı tümör progresyonu lehine süreci yönlendirdiğini 

göstermektedir ve literatürle uyumlu bulunmuştur. 

 

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

astrositik, monositik ve mikroglial vb. farklı hücre tipi tarafından üretilmektedir 
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(Cushing ve ark. 1990; Barna ve ark. 1994). Bu hücreler, periferik dolaşımda ve 

dokularda antiviral bağışıklık tepkileri için önemlidir. Bununla birlikte, 

monosit/makrofajların MCP-1’in ana kaynağı olduğu bulunmuştur (Yoshimura ve ark. 

1989). MCP-1 monositlerin, hafıza T lenfositlerinin ve NK’ların göçünü ve 

infiltrasyonunu düzenlemektedir. MCP-1’in kemokin ailesinin en çok çalışılan üyesi 

arasında olduğu ve multiple skleroz (Sorensen ve ark. 2004), romatoid artrit 

(Hayashida ve ark. 2001), ateroskleroz (Kusano ve ark. 2004) ve insüline dirençli 

diyabet (Sartipy ve ark. 2003) dahil olmak üzere çeşitli hastalıkların tedavisi için 

potansiyel bir hedef noktası olduğu gösterilmiştir. MCP-1 için nakavt farelerin (CCL2-

/-) yaşabildiği ancak, monosit alımında ve sitokin ekspresyonunda anormallikler 

olduğu görülmüştür (Lu ve ark. 1998). Kanser hücrelerinin bulundukları ortama VEGF 

ve MCP-1 proteinlerinin sekresyonu gösterilmiştir (Barbera-Guillem ve ark. 2002; 

Qian ve ark. 2011). MCP-1’in tümör mikroçevresinde M2 tip makrofajların 

toplanmasını sağladığı görülmüştür (Allavena ve ark. 2004). Bu tez çalışmasında ise 

literatüre uyumlu olarak; apelin varlığında anlamlı olmamakla birlikte MCP-1 

ifadesinin arttığı tespit edilmiştir. 

 

Bu tez çalışmasında, apelin ifadesi gösteren SCCL MT1 hücreleriyle ko-

kültüre edilen RAW264.7 hücrelerinin anti-inflamatuar cevap oluşturduğu tespit 

edilmiştir. Tümör mikroçevresine kanser hücreleri tarafından salınan apelinin anti-

inflamatuar cevabı baskıladığı görülmektedir. Daha önce yapılan bir çalışmada 

RAW264.7 ve J774A.1 fare makrofaj hatlarının her ikisinde de APJ ifadesinin olduğu 

tespit edilmiştir. Aynı çalışmada apelin uygulanan makrofaj hücreleri anti-inflamatuar 

etki göstermiştir (Leeper ve ark. 2009). Bu tez çalışmasında, kanser hücrelerinden 

salınan apelinin makrofaj hücrelerinde M2 tip farklılaşmaya sebep olduğu yapılan RT-

PZR sonuçlarıyla gözlenmiştir. Gen ifade analizi sonucunda anti-inflamatuar 

sitokinler olan IL10, TGFβ gibi genlerin SCCL MT1 Ape (+) hücreleriyle ko-kültüre 

edilen RAW264.7 hücrelerinde ifadelerinin anlamlı oranda arttığı tespit edilmiştir. 

Bununla beraber SCCL MT1 Ape (-) hücrelerle ko-kültüre edilen RAW264.7 

hücrelerinde ise M1 tip farklılaşmanın öne çıktığı görülmüştür. Pro-inflamatuar sitokin 

genleri olan IL1, IL6 ve TNFα’nın ifadelerinde anlamlı artış olmuştur. Yapılan bir 

çalışmada karaciğer nakli yapılan HCV (+) hepatoselüler karsinoma (Hepatocellular 

Carcinoma; HCC) hastalarından alınan karaciğer örneklerinde apelin ve APJ 

ifadelerinin karaciğer hastalığı şiddetine göre değerlendirilmiştir. Sonuç olarak 
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apelin/APJ ekseni ve apoptotik belirteçler ile güçlü bir şekilde ilişkili olan IL6 ve 

TNFα mRNA ekspresyonunun arttığı bulunmuştur. Dolayısıyla, bu pro-inflamatuar 

sitokinlerin ilerlemede rol oynayabileceğini göstermektedir (Cabiati ve ark 2021). 

Makrofaj polarizasyonu ile ilgili yapılan çalışmalarda, M1 tip pro-inflamatuar 

dönüşümün IL1, IL6, TNFα genleri üzerindeki artışla ilgili olduğu gösterilmiştir (Shi 

ve ark. 2020). Bu sonuçlarla uyumlu olarak apelinin ifade edildiği hücreler ko-kültüre 

edildiği makrofaj hücrelerini M2 tip yönde polarize olmalarını sağlamıştır. 

 

Apelin (+) SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültüre edilen RAW264.7 

hücrelerindeki morfolojik değişimler Apelin (-) SCLL MT1 hücreleriyle 

karşılaştırıldığında; makrofaj hücrelerinde psödopodların arttığı ve hücrelerin uzadığı 

gözlemlenmiştir. Bu duruma makrofajların polarizasyonunun sebep olduğu 

görülmektedir. Nitekim yapılan çalışmalarda polarize makrofajların morfolojik 

değişimleri gösterilmiştir (Shi ve ark. 2020). 

 

Makrofajlar sadece kan damarlarının yoğunluğunu arttırmakla kalmaz, aynı 

zamanda tümör hücrelerinin invazyonunu ve metastazını da teşvik eder. Makrofajlar, 

matriks metalloproteinazları, katepsin, ürokinaz plazminojen aktivatörü ve lisil 

oksidaz ve osteonektin gibi matriks yeniden şekillendirme enzimlerini eksprese 

ederek, tümör hücresi kaçış yolunu açmak için hücre dışı matriksi çözer (Wang ve ark. 

2018). Primer tümörlerdeki makrofajlara ek olarak, makrofajlar ayrıca pre-metastatik 

lezyonlarda tümörün hayatta kalmasına ve kolonizasyonuna yardımcı olabilmektedir. 

Meme kanserinin erken yayılımı için makrofajların gerekli olduğu ve erken yayılmış 

makrofajların geç metastaza katkıda bulunduğu gösterilmiştir (Linde ve ark. 2018). 

 

Bu çalışmada; apelin geninin baskılanmasının migrasyon ve invazyon ilişkili 

genler üzerine etkisi RT-PZR analizi ile incelenmiştir. Twist, Slug, Snail ve CD44 gibi 

metastazın gerçekleşmesine yardımcı olan genlerin ifadesinde anlamlı azalış meydana 

gelmiştir. Apelin peptidinin metastaz sürecine olumlu etki ettiği görülmüştür. Bunun 

yanı sıra epitelyal-mezenkimal geçiş (epithelial-mesenchymal transition; EMT) 

sürecinde etkili olan E-kadherin ve N-kadherin ifadeleri incelenmiştir. E-kadherinde 

anlamlı olmayan artış, ancak N-kadherinde ise anlamlı olmayan azalış görülmüştür. 

Her ne kadar istatistiksel olarak anlamlı olmasalar da EMT sürecinde etkili olabilecek 

yönde ifade değişikliği göstermiştir. Fibrositler, CCL2 (MCP-1) yoluyla Ly6C+ 
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monositlerini toplayarak, melanom hücreleri için akciğerde premetastatik bir 

mikroçevre hazırladığı yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (van Deventer ve ark. 2013). 

Bunlara ek olarak, makrofajlar üzerindeki integrin alfa-4 ile tümör hücreleri üzerindeki 

VCAM1 arasındaki etkileşim, kanser hücresinin hayatta kalmasını desteklemektedir 

(Chen ve ark. 2011). iğer çalışmalardan elde edilen sonuçlar, metastatik lezyonlarda 

dolaşımdaki tümör hücresinin hayatta kalmasını ve kolonizasyonu teşvik etmede 

premetastatik mikroçevreye alınan monosit/makrofajların rolünü desteklemektedir 

(Psaila ve ark. 2009; Peinado ve ark. 2012). Kanser Genom Atlası’nda yer alan doku 

transkriptom sonuçları üzerinden yapılan çalışmada; üçlü negatif meme kanseri 

(Triple-Negative Breast Cancer; TNBC) hastalarının tümör mikroçevresindeki TAM 

yoğunluğunun kötü prognoz ve immünoterapiye olan yanıt ile doğrudan ilişkili 

bulunmuştur (Bao ve ark. 2021). HCC’li hastalarda yapılan çalışmada ise M2 tip 

karaktere sahip TAM’ların in vitro ve in vivo olarak kanser hücrelerinin migrasyonunu 

pozitif yönde etkilediği bulunmuştur. Kütle spektrometrisi analiz sonuçları; integrin 

αMβ2'nin (CD11b/CD18), M2 makrofaj türevli eksozomlarda (M2 eksoz) özellikle 

spesifik ve etkili olduğu belirlenmiştir. CD11b ve/veya CD18'in bloke edilmesi, M2 

ekzos-aracılı HCC hücre metastazında önemli bir azalmaya neden olduğu 

görülmüştür. M2 ekzosları, tümör göçünü desteklemek için alıcı HCC hücrelerinde 

matris metaloproteinaz-9 sinyal yolunu aktive ederek, CD11b/CD18'in hücreler arası 

transferine aracılık etmektedir. Bu durum HCC hücrelerinin göç potansiyelini 

arttırmıştır, böylece tümör metastazı mekanizması ve TAM ilişkisi ortaya konmaktadır 

(Wu ve ark. 2021). M2 makrofajlar; düşük miktarlarda pro-inflamatuar sitokinleri 

ancak daha yüksek seviyelerde IL10 gibi anti-inflamatuar mediatörler salgılar. Ayrıca 

IL4, makrofajların, hayvanlarda IL10 ekspresyonunu yükselterek ağrıyı azaltan bir M2 

fenotipine (Hu ve ark 2015) doğru yönlenmesi için kritiktir (Kiguchi ve ark. 2015). 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Bu tez çalışmasında, kanser mikroçevresinde en yaygın bulunan immün hücresi 

makrofajların kanser hücreleriyle olan etkileşimi ve bu etkileşimde apelinin önemi 

araştırılmıştır. Apelin birçok kanser türünde aşırı ifade edilmektedir. Bu durumda 

apelin miktarındaki artışın makrofaj hücre polarizasyonuna olan etkisinin ve 

sonuçlarının gen ifadesi düzeyinde araştırılması yapılmıştır. Sonuç olarak; 

• Apelin geninin ifadesi SCCL MT1 hücrelerinde başarılı şekilde shRNA 

yöntemiyle baskılanmıştır. Baskılanma gerçekleşen hücreler TurboGFP 

ışıması floresan mikroskobu ile tespit edilmiştir.  

• Apelin gen ifadesindeki baskılanma RT-PZR analizi gösterilmiştir. 

• shRNA ile apelin geninin baskılandığı hücrelerin ayrılması için optimal 

puromisin dozu belirlenmiş ve uygulanmıştır. Hücrelerdeki baskılanma 

puromisin seleksiyonu ile stabil hale getirilmiştir. 

• Transdükte olan kanser hücreleriyle ko-kültüre edilen RAW264.7 

hücrelerinin M1 tip makrofaj özelliklerini gösterdiği pro-inflamutar 

genlerin ifadesinde artış olduğu tespit edilmiştir. 

• Transdükte olmayan SCCL MT1 hücreleriyle ko-kültürü edilen 

RAW264.7 hücrelerinin M2 tip makrofaj özellikleri kazandığının anti-

inflamatuar genlerin ifadesinde artış olduğu görülmüştür. 

• Gen ifadesi anlamlı bulunan IL1, IL6, IL10, TNFα ve TGFβ sitokin 

miktarları ELISA yöntemi kullanılarak tespit edilmiştir . 

• Apelin gen ifadesi baskılanan SCCL MT1 hücrelerindeki invazyon ve 

migrasyonda etkili genlerin ifadesi mRNA seviyesinde değerlendirilmiş ve 

kanser hücrelerinin invazyon ve migrasyon yeteneklerinin anlamlı oranda 

azaldığı tespit edilmiştir. 

 

Elde edilen sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde apelinin kanser makrofaj 

etkileşimde anahtar bir role sahip olduğu, makrofaj polarizasyonunda etkisi 

görülmektedir. Ayrıca apelinin susturulmasının kanser hücrelerinin invazif ve migratif 

yeteneklerini de azalttığı gösterilmiştir. Yapılan bu çalışma in vitro düzeydir. Bu 

sebeple apelinin etkisinin in vivo olarak değerlendirilmesi elde edilen sonuçların 

anlamını güçlendirecektir. Ayrıca apelinin (i) makrofaj hücrelerinde potansiyel hedef 

moleküler yolaklar üzerine, (ii) miRNA yolakları üzerinden epigenetik ve (iii) kanser 
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progresyonunu durdurucu ya da yavaşlatıcı etkileri ile (iv) terapötik ajan olarak 

kullanılabilirliğinin daha ileri çalışmalarla araştırılmasına ihtiyaç bulunmaktadır. 
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